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L’obstacle majeur à l’éradication du VIH est l’existence de réservoirs cellulaires du VIH, 
qui échappent au traitement et à la réponse immunitaire de l’hôte. Ce réservoir s’établit très tôt 
dans l’infection, menant typiquement à la destruction d’un grand nombre de lymphocytes T 
CD4+. Cependant, une faible proportion de ces cellules retourne à l’état quiescent en ayant 
intégré le génome viral. La taille et l’évolution du réservoir chez l’adulte ont été bien élucidées. 
Cependant, on en sait moins sur la taille et la distribution du réservoir du VIH, et sur l’impact 
de l’initiation précoce de la thérapie antirétrovirale combinée (TARc) sur ces dernières dans la 
population infantile. Cet essai s’inscrit dans le cadre de l’étude prospective multicentrique 
EPIC4 (Early Pediatric Initiation, Canada Child Cure Cohort Study), qui a recruté 221 enfants 
infectés par la voie verticale dans neuf centres pédiatriques canadiens. Nous soumettons 
l’hypothèse que l'initiation très précoce de la TARc chez l’enfant infecté par le VIH permettrait 
de réduire le réservoir à ses plus bas niveaux, menant à un meilleur contrôle de la réplication 
virale suite à une éventuelle interruption de traitement. Nous avons obtenu des corrélations 
positives entre la taille du réservoir viral lymphocytaire sanguin du VIH-1 et l'âge de l’initiation 
de la TARc et l'âge à la suppression virale soutenue (SVS). Les niveaux des réservoirs sont 
négativement corrélés à la proportion de la vie sous TARc efficace et à la proportion de la vie 
sous SVS et au compte de lymphocytes T CD4+. Nous avons montré également qu’un traitement 
initié précocement dans les premiers six mois de vie serait un facteur de prédictions d’une 
suppression virale plus rapide et plus soutenue. Nos résultats confirment que l’initiation précoce 
de la TARc et le maintien à long terme de la suppression virale stable sont des facteurs clés 
conduisant à une taille limitée du réservoir viral. Par ailleurs, nous démontrons pour la première 
fois que la taille du réservoir inductible du VIH-1 mesurée dans les lymphocytes T CD4+ du 
sang périphérique après stimulation avec un analogue de prostratine corrèle significativement 
avec celle mesurée en ADN proviral. Ainsi, nous avons validé une nouvelle technique de mesure 
de réservoir inductible qui est rapide et moins coûteuse et surtout requiert un faible volume de 
sang donc semble très prometteuse pour des études sur le VIH-1 pédiatrique. 
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The major barrier to eradicating HIV is the existence of cellular reservoirs of HIV, which 
escape the treatment and immune response of the host. This reservoir is established very early 
in the infection, typically leading to the destruction of a large number of CD4+ T cells. However, 
a small proportion of these cells return to quiescent state after integrating the viral genome. The 
size and evolution of the reservoir in adults have been well understood. However, we know less 
about the size and distribution of the HIV reservoir, and the impact of early initiation of 
combination antiretroviral therapy (cART) on it in the infant population. Our study is a part of 
the Early Pediatric Initiation Canada, Child Cure Cohort (EPIC4); a prospective, multicenter 
study, which enrolled 221 vertically HIV-1 infected children in nine Canadian pediatric centers. 
We hypothesize that very early initiation of cART in HIV-infected children would reduce the 
reservoir to its lowest levels, leading to better control of viral replication following a possible 
interruption of treatment. A strong positive correlation was observed between reservoir size in 
peripheral blood and both the age at initiation of cART and the age at which sustained viral 
suppression (SVS) was achieved. We found a strong negative correlation between the size of 
the viral reservoir and the proportion of life spent on effective cART or the proportion of life 
with SVS and CD4+ T lymphocytes count. This study shows that starting cART within 6 months 
from birth is a predictor of faster and more sustained virological suppression in infants. Our 
findings suggest that early cART initiation in infants and long-term viral suppression are key 
factors leading to limited viral reservoir size. Furthermore, we established for the first time that 
the size of the inducible HIV-1 reservoir in peripheral blood CD4+ T lymphocytes of children, 
quantified by the prostratin analogue stimulation test, correlates with the size obtained using 
proviral DNA measurement. Thus, we have validated a new inducible reservoir measurement 
technique that is fast, less expensive, and, importantly requires a lower blood volume. This assay 
could be very promissing for evaluating inducible HIV-1 reservoirs in pediatric HIV-1 studies. 
 
Keywords : HIV reservoir, infants, early treatment, virological suppression, HIV-1 DNA, 
inducible RNA, prostratin. 
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1. Le VIH 
1.1. Incidence et modes de transmission  
Cela fait plus de trois décennies que les premiers cas de syndrome d'immunodéficience 
acquise (sida) ont été identifiés (Barré-Sinoussi et al., 1983; Gallo et al., 1983). Depuis, des 
efforts de recherches se sont consacrés au développement des stratégies thérapeutiques et 
préventives de cette infection. Malgré les progrès considérables réalisés, l’infection au virus de 
l’immunodéficience humaine (VIH) reste une infection chronique incurable, qui en absence de 
traitement se manifeste par le sida, caractérisé par une immunosuppression engendrant des 
infections opportunistes fatales et des cancers (Deeks et al., 2015). En 2017, le nombre total de 
personnes vivant avec le VIH-1 était de 36.9 millions, dont 1.8 millions d’enfants de moins de 
15 ans avec 160,000 cas d’enfants nouvellement infectés (UNAIDS 2018). La transmission 
verticale (de la mère à l’enfant) est la première cause d’infection chez les enfants. Et en absence 
de traitement, l’évolution de la maladie chez l’enfant infecté est beaucoup plus rapide que celle 
observée chez l’adulte, avec des charges virales maximales et des set-points viraux plus élevés 
durant la première année de vie, entraînant la mort de 50% des enfants infectés et non traités 
avant l'âge de deux ans (Shearer et al., 1997).  
Plus d’un million de personnes meurent chaque année suite aux maladies liées au sida. 
Parmi les personnes infectées, environ la moitié seulement ont accès aux thérapies 
antirétrovirales combinées (TARc). Les TARc permettent de réduire de façon considérable la 
charge virale plasmatique, souvent jusqu’à un niveau indétectable (<50 copies / mL). Les sujets 
sont alors peu susceptibles de transmettre le virus (Natarajan et al., 1999; Cohen et al., 2016). 
Malgré cette progression, le taux annuel des nouvelles infections est de 1,8 million et reste loin 
des objectifs du programme commun des Nations Unies sur le VIH / sida (ONUSIDA), qui vise 
à diminuer ce nombre à moins de 500,000 infections par an d’ici 2020. 
La transmission du VIH-1 se fait par exposition directe à des fluides organiques 
contaminés (sang, sperme, secrétions vaginales, lait maternel…). Mais la voie de contamination 
la plus répandue est la voie sexuelle. La contamination peut survenir également par transmission 
sanguine suite au partage d’aiguilles contaminées chez les toxicomanes ou lors de transfusions 
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sanguines. Enfin, la transmission verticale de la mère à l’enfant peut se produire à 3 stades 
différents; en utero, pendant le travail, ou suite à l’allaitement (Maartens et al., 2014). 
1.2. Structure virale, organisation génomique et cycle de réplication 
1.2.1. Structure virale  
Le VIH-1 est un lentivirus de la famille des Retroviridae. Son information génétique est 
codée sous forme d’ARN qui est ensuite rétrotranscrit en ADN double brins avant d’intégrer le 
génome de la cellule hôte.  
Les particules virales du VIH-1 (Figure 1) sont de forme sphérique d'environ 100 à 120 
nm de diamètre. Elles sont entourées d’une bicouche lipidique provenant de la membrane de la 
cellule hôte et dans laquelle deux sortes de glycoprotéines virales d'enveloppe (Env) sont 
insérées: les glycoprotéines de surface nommées gp120 et les glycoprotéines transmembranaires 
nommées gp41. Le complexe gp120/gp41 se présente sous forme de trimère (Mao et al., 2012). 
Sous la bicouche lipidique, on trouve la matrice qui est constituée de la protéine p17 et associée 
à une enzyme virale, la protéase (p10). Vient ensuite la capside, de forme conique, composée 
de la protéine p24, et qui renferme l'ARN viral associé à la protéine de nucléocapside (p7) 
formant un complexe ribonucléoprotéique. Ce dernier renferme aussi des enzymes virales 
essentielles: la transcriptase inverse et l'intégrase (Ganser-Pornillos et al., 2008). 
 
Figure 1 : Représentation schématique de la particule virale de VIH-1 mature (adapté de 
Ganser-Pornillos et al., 2008). 
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1.2.2. Organisation génomique  
Le génome du VIH-1 est formé de deux copies d’ARN simple brin, d’une longueur 
d’environ 10 kpb. Il est flanqué entre les deux séquences identiques nommées LTR (longues 
répétitions terminales) permettant à l’ADN viral de s’intégrer dans le génome de la cellule hôte 
grâce à leurs sites d’intégration. Contrairement aux autres rétrovirus qui n’expriment que 3 
gènes principaux (env, gag et pol), le génome du VIH compte 9 cadres de lecture encodant 16 
protéines virales (figure 2).  
 
Figure 2 : Organisation génomique du VIH-1 (adapté de Fanales-Belasio et al., 2010). 
Les trois gènes principaux encodent les protéines de structure. En effet, le gène gag 
(group specific antigen) est traduit en précurseur polyprotéique Pr55Gag, qui sera clivé par la 
protéase en protéine de la matrice, capside et nucléocapside. Le gène pol (polymérase) est à son 
tour traduit en long précurseur polyprotéique Pr160Gag-pol, qui, une fois clivé par la protéase, 
donne les enzymes; transcriptase inverse, protéase et intégrase. Quant à lui, le gène env, codant 
le précurseur gp160, sera clivé en glycoprotéines membranaires gp120 et gp41 (Greene et 
Peterlin., 2002; Freed., 2001)  
Le génome du VIH-1 est pourvu également de deux gènes de régulation. Le gène tat 
(transactivator of transcription) code pour la protéine Tat qui induit la transcription du génome 
viral à partir du 5’ LTR. Le gène rev (régulation of virion expression) produit la protéine Rev 
requise pour l'exportation d'ARN viral non épissé du noyau vers le cytoplasme (Greene et 
Peterlin, 2002; Freed, 2001). 
Le génome du VIH-1 code également pour des protéines auxiliaires (Vif, Vpr, Vpu et 
Nef) (Anderson et Hope, 2003). La protéine Vif (viral infectivity factor) joue un rôle dans 
l’infectiosité du virus, en permettant de contourner l’effet du facteur de restriction APOBEC3G 
 
5 
(Marin et al., 2003). La protéine Vpr (viral Protein R) participe au transport nucléaire du 
complexe de préintégration (PIC) vers le noyau cellulaire, mais favorise aussi la réplication en 
induisant un arrêt du cycle cellulaire en phase G2. La protéine Vpu (viral protein U) régule 
négativement l’expression de CD4 à la surface des cellules infectées, augmentant ainsi la 
libération des virions (Willey et al., 1992). Vpu régule également à la baisse les facteurs de 
restriction tetherin / BST2 à la surface d’une cellule infectée (Van Damme et al., 2008). 
Finalement, la protéine Nef, la plus immunosuppressive des protéines accessoires, est 
indispensable à la réplication. Nef réduit l’expression de plusieurs récepteurs essentiels au bon 
fonctionnement du système immunitaire, tels que CD4 et le CMH I, donc facilite l'évasion 
immunitaire des cellules T CD8+ spécifiques au virus et favorise le bourgeonnement des virions 
à la surface cellulaire (Anderson et Hope, 2003; Greene et Peterlin, 2002). 
1.2.3. Cycle de réplication  
Dans le but de mieux comprendre la problématique de notre étude, en lien avec 
l’établissement du réservoir viral, il est important de passer en revue les mécanismes de 
réplication du VIH-1 (figure 3). 
 
Figure 3 : Cycle de réplication du VIH-1.  
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L’infection commence avec l’interaction entre les gp120 et les récepteurs cellulaires permettant 
la fusion membranaire suivie du relâchement de la nucléocapside dans le cytoplasme. Les brins 
de l’ARN viral sont rétro-transcrits en ADN double brins par la transcriptase inverse. Le 
complexe de pré-intégration PIC est ensuite dirigé vers le noyau, et l’ADN viral intègre le 
chromosome de l’hôte par l’action de l’intégrase. L’ADN proviral utilise la machinerie 
cellulaire pour être transcrit en différents ARNm qui seront traduits en différentes protéines. Les 
protéines et l’ARN s’assemblent dans des particules virales immatures et bourgeonnent à la 
membrane cellulaire. La protéase vient ensuite cliver les précurseurs Gag et Gag-Pol générant 
des particules virales infectieuses (adapté de Barré-Sinoussi et al., 2013).  
 Le VIH-1 infecte les cellules immunitaires exprimant le récepteur CD4, donc 
principalement les lymphocytes T CD4+ auxiliaires ainsi que les cellules myéloïdes, notamment 
les macrophages (Freed., 2001). L’infection est initiée par la liaison de la glycoprotéine gp120 
de l’enveloppe virale au récepteur CD4 (Dalgleish et al., 1984; Klatzmann et al., 1984) et ensuite 
à un co-récepteur appartenant à la famille des récepteurs de chimiokines, CCR5 ou CXCR4 
(Dragic et al., 1996; Feng et al., 1996). L’affinité pour l’un ou l’autre de ces corécepteurs définit 
le tropisme viral, on parle de virus de type R5 et de virus de type X4, ou de virus "dual R5X4" 
utilisant les deux co-récepteurs (Berger et al., 1999). Suite à la formation du complexe 
CD4/gp120/corécepteur, la gp41 adopte une conformation plus relâchée, permettant la 
libération de son peptide de fusion. Le peptide de fusion va s’ancrer à la membrane de la cellule 
hôte pour créer un pore de fusion via lequel le virus va éjecter sa capside dans le cytoplasme 
cellulaire (Richard et al., 2018). L’entrée de la capside dans le cytoplasme est suivie de sa 
dégradation, libérant ainsi son contenu dans le cytoplasme, soit les deux brins d’ARN et les 
enzymes virales (Arhel., 2010). Par la suite, l’ARN du VIH sera rétrotranscrit en ADN double 
brin grâce à la transcriptase inverse. Se forme alors le PIC, qui résulte de l’assemblage de l’ADN 
viral avec l’intégrase, les protéines Vpr, la RT et la matrice (Hu et Hughes, 2012). La protéine 
Vpr dirige le complexe vers le noyau. Rendu au noyau et sous l’action de l’intégrase, l’ADN 
viral va intégrer le génome de la cellule hôte sous forme de provirus (Craigie et Bushman, 2012; 
Greene et Peterlin, 2002). C’est cette étape du cycle viral qui constitue le principal obstacle à 
l’éradication de l'infection. 
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La transcription de l’ADN proviral est initiée à partir du promoteur viral dans le LTR 5’ 
et utilise l’ARN polymérase II cellulaire. Dans un premier temps, ce sont les ARNm épissés 
courts codant pour les protéines Tat, Rev et Nef qui sont synthétisés et traduits. Tat joue un rôle 
majeur dans la régulation de la transcription. Cette protéine favorise l’élongation de l’ARNm 
en se liant à la séquence Tar de l’ARN viral (Briggs et al., 2009). Suite à quoi est entreprise la 
transcription des ARNm non épissés, encodant les précurseur Gag, Gag-Pol et Env, et les ARNm 
partiellement épissés encodant les protéines  dites accessoires, Nef, Vif, Vpr et Vpu (Briggs et 
al., 2009; Greene et Peterlin, 2002). Rev assure l’exportation de ces ARNm vers le cytoplasme 
pour y être traduits (Fernandes et al., 2012). Une fois la traduction complétée, les protéines 
virales s’assemblent et s’associent à l’ARN viral, formant ainsi les virions immatures qui vont 
bourgeonner à la membrane plasmique (Comas-Garcia et al., 2016). Les protéines précurseures 
Gag et Gag-Pol vont subir par la suite un clivage protéolytique par la protéase virale, générant 
des particules virales matures infectieuses (Sundquist et Krausslich., 2012). 
1.3. La pathogenèse du VIH-1 
Pendant la première phase de l’infection au VIH, dite phase aigüe, on assiste à une 
diminution drastique du nombre de lymphocytes T CD4+ conséquente à l’effet cytopathique de 
la réplication virale. Concomitamment, la charge virale atteint un pic spectaculaire, pouvant 
aller jusqu’à 107 copies d’ARN viral par ml de plasma (Douek et al., 2008). Au cours des 
premières semaines, la réponse immunitaire adaptative se déclenche pour générer les cellules T 
CD8+ cytotoxiques et les anticorps dirigés contre les cellules infectées (Demers et al., 2016). La 
production d’anticorps anti-VIH-1 est cliniquement définie comme séroconversion. 
Parallèlement au développement de ces réponses immunitaires, la charge virale diminue jusqu'à 
atteindre ce qu’on appelle le "viral setpoint", mais n’arrive pas à éliminer complètement le virus. 
Ce point marque le passage de la phase aigüe à la phase chronique (Mellors et al., 1997). Durant 
cette phase s'établissent très précocement les réservoirs viraux suite essentiellement à l'infection 
des lymphocytes T CD4+ mémoires (Eisele and Siliciano, 2012). 
La deuxième phase, dite encore asymptomatique (d’une durée de 2 à 8 ans en absence 
de traitement), est caractérisée par une charge virale relativement stable. Cependant, les 
lymphocytes T CD4+ sont lentement détruits (Okoye et Picker., 2013). Cette déplétion est due à 
 
8 
plusieurs facteurs, entre autres à l’activation immunitaire chronique induisant la mort cellulaire 
suite à l’épuisement des métabolismes cellulaires. Un des mécanismes responsables de cette 
activation immunitaire soutenue est la translocation microbienne au niveau du tractus gastro-
intestinal. En effet, lors de la primo-infection, la destruction massive des lymphocytes T CD4+ 
au niveau de la muqueuse gastro-intestinale (GALT) altère l’intégrité de la barrière gastro-
intestinale et crée des portes d’entrée par lesquelles les antigènes pénètrent dans l’organisme. 
Ainsi, cet état d’inflammation soutenue est idyllique pour la prolifération et l’activation de 
nouveaux lymphocytes T CD4+, cibles pour le VIH (Reid et al., 2018). La progression de la 
maladie est associée également à la destruction des tissus lymphoïdes et à l’épuisement du 
thymus (Fauci., 1996). 
Lorsque le taux des lymphocytes T CD4+ atteint des niveaux plus bas que 200 cellules/μl, 
on passe à la troisième phase de la maladie: le stade sida. Ce stade est marqué par une 
augmentation accrue de la virémie et une chute draconienne du nombre des lymphocytes T 
CD4+. Cette insuffisance immunitaire sévère rend l’individu infecté extrêmement vulnérable et 
sensible aux infections opportunistes qui conduiront ultimement à la mort (Douek et al., 2008). 
 
Figure 4 : Évolution du taux des lymphocytes T CD4+ (en bleu) et de la charge virale (en rouge) 
au court de l’infection au VIH-1. (adapté de Fanales-Belasio et al., 2010) 
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1.4. Le traitement antirétroviral combiné 
Avec le développement de thérapies antirétrovirales (ARV) inhibant la réplication virale 
et restaurant les réponses immunitaires, le VIH est passé d’une infection léthale à une infection 
chronique nécessitant des traitements pour le restant de la vie (Palella et al., 1998). À présent, 
une trentaine de molécules antirétrovirales ont été développées, toutes visant à perturber des 
étapes critiques du cycle de réplication virale (figure 3). Ainsi, on distingue six classes 
pharmacologiques d’ARV, soit : les inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse 
(INTI), les inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse (INNTI), les inhibiteurs de 
transfert de brin de l'intégrase (INSTI), les inhibiteurs de la protéase (IP), ainsi que des 
inhibiteurs de fusion (IF) et les inhibiteurs d'entrée (antagonistes du corécepteurs CCR5) 
(Engelman et Cherepanov., 2012). 
En 1996, l’introduction des TARc, appelées aussi HAART, (« Highly Active 
Antiretroviral Therapy »), s’est avérée très efficace et avait auguré l’espoir d’éradiquer le VIH 
(Perelson et al., 1997). En raison de la nature hautement mutagène du virus, le VIH-1 peut 
échapper à une monothérapie en quelques jours. Par conséquent, la TARc standard actuelle est 
une association de trois antirétroviraux qui minimise considérablement la probabilité de 
développer des résistances aux médicaments (Hummer et al., 1996). En règle générale, la TARc 
comporte deux INTI en association avec une troisième molécule. La TARc inhibe activement 
la réplication virale, réduit la virémie en dessous des limites détectables cliniquement, rétablit 
le nombre de lymphocytes T CD4+, réduit considérablement la morbidité due à l’infection au 
VIH-1 et augmente surtout l’espérance de vie des personnes infectées proche de la normale de 
la population générale (Arts et Hazuda, 2012). Malheureusement, l’interruption du traitement 
est invariablement accompagnée d’un rebond viral (figure 5) qui révèle l’existence du réservoir 
viral quiescent et ruinant ainsi l’espoir de l’éradication complète du virus (Finzi et al., 1997; 




Figure 5 : Évolution de la virémie avant, pendant et après le TARc et évidence clinique de 
l’existence du réservoir VIH (adapté de Kulpa et Chomont, 2015). 
2. Le réservoir du VIH   
L’ensemble de toutes les cellules infectées par le VIH chez un individu infecté forment 
le réservoir viral. Dans le cas d’une multithérapie suppressive TARc, le réservoir est estimé de 
0,1 à 1 cellules infectées par million de cellules T CD4+, indiquant qu’environ un million de 
cellules au total seraient infectées chez un individu (Eriksson et al., 2013). Le réservoir latent 
du VIH-1 a été initialement identifié dans une sous population de lymphocytes T CD4+ 
quiescents, ayant intégré l’ADN du VIH-1 dans leurs génomes chez des individus infectés et 
non traités (Chun et al., 1995). Les lymphocytes T CD4+ quiescents sont caractérisés par un 
manque d'expression des marqueurs d’activation des cellules T soient CD25, CD69 et HLA-DR 
(Wong et al., 1997). Autrement, ce sont des cellules qui hébergent des formes virales 
compétentes pour la réplication, mais avec une cinétique de renouvellement plus lente que celle 
des formes virales se répliquant activement. La transcription et la réplication du virus sont 
inductibles lors de stimulations suffisantes des cellules T (Blankson et al., 2002; Persaud et al., 
2003)  
Plusieurs études ont démontré que le réservoir du VIH-1 est principalement enrichi en 
lymphocytes T CD4+ quiescents (Chomont et al., 2009), mais aussi d'autres cellules telles que 
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les macrophages qui jouent également un rôle dans le maintien de la persistance du VIH-1 
(Aquaro et al., 2002). Les cellules T folliculaires auxiliaires (Tfh), définies comme des cellules 
T CD4+/ PD-1+/ CXCR5+/ Bcl-6+, dans le sang et les ganglions lymphatiques, participent de 
même à l’établissement du réservoir viral (Chun et al., 2005). La forme la plus étudiée du 
réservoir du VIH-1 est les lymphocytes T CD4+.  
2.1. Établissement du réservoir du VIH dans les sous-populations 
lymphocytaires T CD4+ 
2.1.1. Infection des sous populations lymphocytaires T CD4+ 
Suite à une infection par le VIH, les lymphocytes T CD4+ naïfs matures qui sont activés 
entrent dans une phase d’expansion clonale durant laquelle ils s’amplifient et se différentient en 
lymphocytes T CD4+ effecteurs. Cette phase est suivie d’une phase de contraction, durant 
laquelle les cellules meurent par apoptose. Seule une petite fraction (environ 5 à 10%) survivra 
(Figure 6.a). Ce sont les lymphocytes T CD4+ mémoires. Lors d’une nouvelle stimulation, ces 
derniers répondent d’une manière plus rapide et plus forte (Persaud et al., 2003; Sallusto et al., 
1999). C’est ce principe qui est utilisé dans le développement des vaccins (Kaech et al., 2009). 
La population lymphocytes T CD4+ est très hétérogène. On distingue selon leur état de 
différenciation : lymphocytes T naïfs (TN) et les autres souches mémoires comme les T stem 
cell memory cell (TSCM), les cellules T mémoires centrales (TCM), les cellules T mémoires 
transitionnelles (TTM) et les cellules T mémoires effectrices (TEM) (Sallusto et al., 1999). La 
taille et la diversité de ce pool lymphocytaire sont finement régulées par les cytokines 
homéostatiques; soit l’IL-7 pour les TN et les TEM, et les IL-7 et -15 pour les TCM (Zhu et al., 









Figure 6 : Établissement et maintien du réservoir du VIH-1. a. Après l’initiation par un antigène, 
les CD4+naifs se différencient en cellules effectrices. Ces cellules évoluent par la suite soit en 
apoptose ou en cellules CD4+ mémoires. b. La latence pré-integration a lieu lorsque le virus 
infecte un lymphocyte TCD4+ naïf ou bien mémoire. L’ADN viral se trouve sous une forme 
non intégrée et instable ne permettant pas la persistance à long terme du réservoir viral. 
L’activation de ces cellules permet l’intégration de l’ADN viral dans le génome cellulaire et la 
production de virions. Après la phase de contraction clonale, ces cellules évoluent en cellules 
quiescentes en ayant intégrée le provirus viral. C’est l’intégration post-latence. c. La stabilité de 
la cellule mémoire CD4+ est maintenue naturellement grâce à la prolifération homéostatique, 




T CD4+ naïf 
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de réplication virale. La prolifération homéostatique est induite par l'interleukine-2 (IL-2) 
lorsque les taux de lymphocytes circulants diminuent (adapté de Coiras et al., 2009). 
Les lymphocytes T quiescents, naïfs ou mémoire, forment un environnement restrictif à 
la réplication du VIH-1. En effet, l'expression faible voir absente de CCR5 limite le nombre de 
cibles disponibles pour le virus. De plus, le pool de nucléotides et les niveaux d'ATP qui sont 
infimes dans ces cellules entraînent une rétro-transcription inefficace et un import nucléaire du 
PIC limité (Descours et al., 2012). Rappelons aussi que les lymphocytes T CD4+ quiescents 
expriment le facteur de restriction APOBEC3G sous sa forme active, ce qui interfère avec la 
transcription inverse du virus (Marin et al., 2003). Vu ces contraintes à l’intégration, les formes 
non intégrées à la fois linéaires et circulaires, instables et labiles s’accumulent dans les 
lymphocytes T CD4+ quiescents. À ce niveau, on parle de latence préintégrative. Une activation 
transitoire ou suboptimale de ces cellules est propice à l’intégration du génome viral. Donc, 
après une stimulation antigénique, une petite portion des cellules évolue en cellules mémoires à 
très longue vie, tout en conservant le provirus dans leur génome, On parle alors de la latence 
postintégrative qui est cruciale à la persistance virale à long terme (Figure 6.b) (Chavez et al., 
2015; Coiras et al., 2009). Ainsi, le premier mécanisme incriminé dans le maintien à travers le 
temps du réservoir viral est dû à la biologie des cellules T CD4+ quiescentes: leur longue durée 
de vie (Chun et al., 1997; Brenchley et al., 2004).  
Le deuxième mécanisme serait la prolifération homéostatique (Figure 6.c). C’est un 
processus naturel qui permet la pérennité des cellules mémoires et qui est indépendant de la 
présentation antigénique (Farber et al., 2014). Les cellules quiescenets maintiennent une 
réplication résiduelle faible. De la même façon, le petit pool de lymphocytes T CD4+ quiescents 
infectés ayant intégré l’ADN proviral dans leur génome va se renouveler et persister. Ainsi, le 
réservoir viral est réapprovisionné en permanence, ce qui le rend stable (Bui et al., 2017; 
Hosmane et al., 2016; Persaud et al., 2003) 
2.1.2. Mécanismes moléculaires de la latence  
Un des paradoxes de l’infection à VIH est que l’intégration se fait préférentiellement 
dans des régions transcriptionnellement actives, mais que ce génome peut être silencieux 
(Schroder et al., 2002). Une fois que le provirus est intégré, la production de nouveaux virions 
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dépendra de la machinerie cellulaire. Un blocage dans l'une des étapes d'expression du gène 
peut réprimer la production d’ARN viral, de protéines ou de particules virales du VIH-1. Van 
der Sluis et ses collaborateurs ont regroupé les mécanismes potentiels participant à 
l’établissement de la latence en trois groupes; soit des facteurs cellulaires (effet trans), des 
facteurs viraux (effet cis), ou les des deux à la fois (effet cis/trans). 
Effet trans:  
Le provirus intégré contient deux LTR identiques en 5’et 3’. Bien que les deux LTR 
puissent promouvoir la transcription, le LTR 5’ sert de promoteur du VIH-1 (Ne et al., 2018). 
Le LTR contient un activateur, un promoteur et un TAR (trans-activating response element). 
Dans les lymphocytes T quiescents, les facteurs de transcription inductibles de l’hôte (NFkB, 
NFAT et AP-1), sont séquestrés dans le cytosol. Leur concentration dans le noyau est donc 
insuffisante pour initier la transcription au niveau du promoteur. Lorsque les lymphocytes T 
passent à la forme active, les facteurs de transcription migrent vers le noyau, lient l’extrémité 5’ 
du LTR et promeuvent la transcription virale en recrutant l'ARN Pol II et les coactivateurs de 
transcription tels que p300 et CBP (Molitor et al., 1990; Gerritsen et al., 1997). Une fois que la 
protéine virale Tat est exprimée, elle vient se lier à l'extrémité 5’ des transcrits d'ARN naissants 
et favorise leur élongation (Mbonye et al., 2017). L’état de quiescence des lymphocyte T est 
également associé à une baisse en P-TEFb disponible dans ces cellules (Adams et al. 1994), due 
à une liaison inhibitrice des protéines HEXIM1 avec ces derniers (Cary et al., 2016; Budhiraja 
et al., 2013). La protéine P-TEFb est nécessaire à l’élongation; sa baisse entrave à la 
transcription. 
Les modifications de la structure de la chromatine et le remodelage du nucléosome près 
du 5'LTR influencent la réplication du VIH-1 (Van Lint., 2000). En effet, dans le LTR du 
provirus, les deux nucléosomes, nuc0 et nuc1, sont localisés de manière définie. Le nuc1, situé 
au niveau du site d’initiation de la transcription, peut subir certaines modifications telles que la 
déacétylation des histones par les HDAC (histones déacétylases) et la méthylation des histones 
et de l’ADN par des méthyltransférases (Van Lint et al., 1996; Williams et al., 2006; Kauder et 
al., 2009). Ces modifications épigénétiques favorisent la compaction de la chromatine, ce qui 
empêche les facteurs de transcription d’accéder à l’ADN du promoteur et d’initier la 
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transcription. En revanche, une décondensation de la chromatine favorise le recrutement des 
facteurs de transcription donc l’activation de la transcription. À noter que ce mécanisme n’est 
pas nécessairement impliqué dans l'établissement de la latence, mais plutôt dans le maintien de 
la latence (Sengupta et Siliciano, 2018; Van Lint, 2013).  
Effet cis : 
La latence est également modulée par des facteurs propres au VIH. En effet, la 
transcription dépend de Tat, qui initie une boucle d’autorégulation positive en se liant au TAR. 
Mais pour un fonctionnement optimal, des quantités seuils de Tat sont requises, autrement, on 
observe des boucles de rétrocontrôle négatif qui répriment la transcription du VIH (Karn, 2011). 
Il est intéressant aussi de signaler que le virus contribue à la latence en induisant des mutations 
de ses propres gènes encodant pour Tat. Ce genre de mutation est particulièrement fréquent dans 
les cellules en quiescence (Karn, 2011; Sengupta et Siliciano, 2018)  
Effet cis/trans  
L’interférence transcriptionnelle participe également à l’établissement de la latence 
virale (Lenasi et al., 2008). Ce mécanisme a lieu lorsque le promoteur du VIH est proche du 
promoteur d’un gène cellulaire. Si les deux promoteurs sont insérés dans une même orientation, 
on parle de polarité positive. Dans un modèle cellulaire primaire de latence, le VIH-1 a 
manifesté une légère préférence pour ce type d’intégration. Dans ce cas, les facteurs de 
transcription nécessaires à l’activité du promoteur du VIH-1 sont détournés par le promoteur du 
gène cellulaire. En cas d’orientation opposée, donc de polarité négative, il y aura une diminution 
de l’activité des deux promoteurs ainsi qu’une production d’ARN et d’ARN antisens suite à "la 
collision des complexes d’ARN polymérase" (Lenasi et al., 2008; Siliciano et Greene, 2011). 
Toutefois, une étude récente réalisée par Yukl et collaborateurs a montré que 
l’interférence transcriptionnelle ne constitue pas le mécanisme majeur dans le maintien de la 
latence, et que les processus les plus inhibés dans les cellules latentes sont l’élongation, la 
polyadénylation et l’épissage multiple des transcrits du VIH (Yukl et al., 2018). 
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2.2. La quantification du réservoir  
L’identification de la meilleure technique de mesure du réservoir du VIH fait toujours 
débat et fait l’objet de multiples controverses. En effet, un test idéal ne tiendrait compte que de 
l’ensemble du réservoir compétent à la réplication sans inclure les virus défectueux. Il est 
important de garder à l'esprit que la majorité des provirus dans les cellules T CD4+ quiescentes 
des individus sous TARc suppressive sont défectueux et ne doivent pas être considérés comme 
faisant partie du réservoir latent (Ho et al., 2013; Bruner et al., 2016). Cela dit, le progrès dans 
le développement de techniques sensibles a remis en question l'estimation classique de la taille 
du réservoir et on postule que le réservoir du VIH-1 pouvait être soixante à soixante-dix fois 
plus grand qu'on ne le pensait auparavant. Il sera question dans cette partie de faire le tour des 
principales techniques employées pour la quantification du réservoir. 
2.2.1. Essais basés sur la PCR  
Les techniques basées sur la réaction en chaine de polymérase (PCR) sont couramment 
utilisées pour quantifier le réservoir viral. La PCR peut détecter de très petites quantités d'ADN 
ou d’ARN, fait important en raison du faible nombre de copies de VIH chez les patients traités 
au moyen de TARc. 
La PCR quantitative (qPCR) est la méthode la plus commune de mesure de l'ADN 
proviral. Elle mesure l’ADN total, qui comprend les formes intégrées et non intégrées. 
Généralement, la qPCR est réalisée sur l'ADN extrait à partir de cellules mononuclées du sang 
périphérique total (PBMC) ou bien de lymphocytes T CD4+ enrichis. Mais, de plus en plus, les 
laboratoires préconisent de travailler directement sur le lysat cellulaire, en se servant de divers 
détergents ou de la protéinase K, et d’éviter l’étape d’extraction d’ADN, afin d’améliorer 
l'efficacité de la récupération des acides nucléiques et de réduire la quantité de cellules utilisées 
(Vandergeeten et al., 2014). Cette PCR utilise des amorces et des sondes fluorescentes 
spécifiques de régions conservées du génome viral (Pol ou Gag) avec d’autres spécifiques d’un 
gène cellulaire endogène (Eriksson et al., 2013; Rouzioux et al., 2014). Une courbe standard est 
construite avec un nombre connu de copies d’ADN proviral en utilisant un gène de référence. 
Par la suite, le ratio de l’expression du gène cible par rapport au gène de référence sera utilisé 
pour normaliser les mesures obtenues.  
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La PCR offre également la possibilité de quantifier les formes intégrées seules grâce à 
la technique Alu PCR. Ce protocole est basé sur l’utilisation simultanée des amorces se liant 
aux éléments Alu hautement répétitifs dans le génome humain avec des amorces spécifiques au 
génome viral ciblant le Gag du VIH (O'Doherty et al., 2002; Vandergeeten et al., 2014). Les 
formes épisomales non intégrées, tels que les cercles 1-LTR et 2-LTR, peuvent être également 
détectées par PCR utilisant des amorces spécifiques à la jonction circulaire (Vandergeeten et al., 
2014). Ces formes ne font pas partie du réservoir latent, mais elles sont utilisées comme des 
marqueurs d’une infection récente, bien que certaines études indiquent qu’in vitro, les cercles 
2-LTR peuvent persister très longtemps (Pace et al., 2013). 
Ces techniques présentent l’avantage d’être simples, reproductibles, rapides et 
réalisables à partir de matériel cellulaire ou tissulaire. Les résultats obtenus sont exprimés en 
copies/million de PBMC ou de cellules T CD4+, ce qui traduit la fréquence d’infection cellulaire. 
Toutefois, cette fréquence est au moins deux à trois fois plus élevée que celle mesurée par 
QVOA (voir plus loin). En fait, la qPCR tient compte à la fois des séquences de VIH intactes et 
défectueuses, ce qui surévaluera la taille du réservoir.   
Une autre génération de PCR a été développée offrant une meilleure sensibilité et une 
haute précision: le droplet digital PCR (ddPCR). Après l’extraction de l’ADN, le système 
ddPCR sépare l'échantillon en gouttes par émulsification, suivi par une PCR. Ainsi, même les 
plus faibles quantités de molécules présentes dans chaque goutte seront ciblées et amplifiées. 
La limite de détection inférieure est de 100 copies par mL et la limite supérieure est de 100 000 
copies par mL. L’inconvénient est que cette technique est couteuse, mais aussi qu’elle tend, 
comme la PCR, à surestimer la taille du réservoir (Strain et al., 2013). 
Technique de PCR ultrasensible, le single copy assay (SCA) a rendu faisable la 
quantification de faibles taux d’ARN viral plasmatique, permettant de mesurer jusqu’à une copie 
par ml de plasma. Le SCA se sert d’amorces spécifiques aux régions hautement conservées de 
l’intégrase et de Gag. La limite de cette technique est qu’elle nécessite un grand volume de 
plasma (7 mL), du au nombre élevé de réactions à effectuer. Aussi, cette technique tend à 
surestimer la taille du réservoir compétent à la réplication, car les transcrits viraux ne seront pas 
tous traduits en protéine (Palmer et al., 2003; Palmer et al., 2008). 
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2.2.2. Essais basés sur la culture cellulaire  
Le quantitative viral outgrowth assay (QVOA) est considéré comme le "standard en or" 
jusqu’à aujourd’hui (Finzi et al., 1997; Finzi et al., 1999; Crooks., 2015). Le principe est de 
mesurer la fréquence de lymphocytes T CD4+ en quiescence capable de produire du virus 
infectieux après stimulation. Ce test repose sur l’isolation des lymphocytes T CD4+ quiescents 
à partir du sang périphérique des patients sous TARc. Ces cellules sont considérées quiescentes 
lorsqu’elles n’expriment pas les marqueurs d'activation classiques telles que CD69, CD25 ou 
HLA-DR et dans la plupart des cas ne produisent pas de virus sans stimulation. Une fois isolées, 
ces cellules sont diluées et activées à l'aide de phytohémagglutinine (PHA), un mitogène. Après 
1 jour de stimulation, des lymphoblastes CD4+ de donneurs sains sont ajoutés pour permettre la 
réplication et la propagation du VIH. Après 14 jours, les surnageants sont récoltés et analysés 
par ELISA en utilisant l’antigène p24, ainsi on mesure la fréquence de cellules libérant le virus. 
Le résultat est exprimé en unités infectieuses par million de lymphocytes T CD4+ (IUPM). Les 
patients sous TARc ont des IUPM comprises entre 0,1 et 1, ce qui correspond à 300 fois moins 
que les résultats obtenus en mesurant l’ADN proviral du VIH par PCR. Le QVOA présente le 
grand avantage de détecter uniquement les virus compétents à la réplication. Cependant, il tend 
largement à sous-estimer la taille du réservoir. En effet, des études effectuées par Ho et al et 
Cillo et al, ont démontré qu’une seule activation n’était pas suffisante pour réactiver tous les 
provirus intacts et qu’une importante proportion (11,7%) de provirus non induits ont des 
génomes inaltérés et sont potentiellement compétents à la réplication. Ces mêmes études 
suggèrent que la vraie taille du réservoir latent serait plutôt autour de 60 à 70 IUPM. De plus, le 
QVOA est une technique laborieuse, dispendieuse, nécessitant plusieurs semaines de culture 
(Ho et al., 2013; Cillo et al., 2014). Aussi le QVOA requiert de larges volumes de sang (120-
180 ml) de patients séropositifs et de donneurs sains. De ce fait, ce test est difficilement 
réalisable dans le cadre d’une étude pédiatrique.  
Plusieurs variantes de ce test ont été développées afin de réduire le coût et la durée du 
QVOA. On retient essentiellement le MOLT4/CCR5 viral outgrowth assay (VOA), qui par 
l’utilisation des cellules MOLT4/CCR5 pour l’expansion virale à la place des cellules des 
donneurs, raccourcit la durée nécessaire à la culture à seulement 7 jours (Laird et al., 2013). Ces 
cellules expriment à la fois les co-récepteurs CXCR4 et CCR5 et donc sont hautement 
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permissives à la réplication du VIH-1. Le test ELISA utilisé en QVOA est également remplacé 
ici par une RT-PCR pour quantifier le nombre de copies d'ARN viral dans le surnageant de 
chaque puits, réduisant ainsi le temps nécessaire pour effectuer le test. De plus, les fréquences 
de latence mesurées par MOLT4/CCR5 VOA et par QVOA corrèlent (Laird et al., 2013). Cette 
variante est plus rapide, sensible, plus économique, demande moins de main-d'œuvre et est donc 
plus adaptée aux essais cliniques à grande échelle. Cependant, comme pour QVOA, la taille du 
réservoir latent est sous-estimée. 
Plus récemment, Gupta et son équipe ont mis au point une nouvelle technique basée sur 
la culture cellulaire, le TZM-bl cell based assay (TZA) (Sanyal et al., 2017). Ce test utilise la 
lignée cellulaire TZM-bl qui exprime les marqueurs CD4, CCR5 et CXCR4 et porte une copie 
du gène encodant la β-galactosidase (β-gal) sous contrôle du promoteur LTR du VIH-1. Lorsque 
ces cellules sont infectées par le VIH, la protéine Tat produite durant la réplication vient activer 
la région LTR. Il en résulte alors l’induction de l’expression de la β-gal. Le TZA consiste en 
deux étapes: l’activation des lymphocytes T CD4+, suivie de la quantification du virus 
compétent à la réplication dans les cellules TZM-bl corrélée à l’expression de β-gal. Cette 
technique sensible nécessite un petit volume de sang. Elle est donc plus rapide et moins couteuse 
que le QVOA, mais surtout elle permet de quantifier une taille du réservoir 70 fois plus grande 
que celle obtenue en QVOA. Ce test indique qu’il y aurait une cellule capable de se répliquer 
suite à une stimulation pour 20,000 lymphocytes T CD4+ quiescents versus une cellule dans un 
million de lymphocytes T CD4+ obtenu en QVOA. Le niveau du fPVE (fractional HIV-1 
provirus expression ou expression partielle du provirus VIH-1) déterminé par TZA peut être 
utilisé comme une mesure précise de la taille du réservoir compétent pour la réplication (Sanyal 
et al., 2017). Cette technique a été récemment développée mais pas largement adoptée.  
2.2.3. Essais de nouvelle génération  
Le tat/rev induced limiting dilution assay (TILDA) estime la fréquence des lymphocytes 
T CD4+ contenant des virus inductibles en mesurant la production d’ARN viral polyépissé Tat-
Rev dans ces cellules (Procopio et al., 2015). C’est l’ARN minimal nécessaire pour assurer une 
transcription efficace du virus après activation. Cette technique est sensible, rapide et ne 
quantifie pas les virus défectueux. Cependant, il est tout de même concevable qu’un provirus 
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produisant l’ARN Tat-Rev ne puisse pas produire de particules virales. Il est aussi pensable que 
certains provirus intacts ne seront pas réactivés après une seule vague de stimulation. TILDA 
mesure une plus grande proportion du réservoir latent que le QVOA (48 fois plus élevée) tout 
en étant plus sélective que les approches traditionnelles basées sur la PCR (proportion 6 à 27 
fois inférieure à celle obtenue en PCR) (Procopio et al., 2015). 
 Une nouvelle technique a été mise au point combinant l’ARN FISH (fluorescence in 
situ hybridization) avec la détection concomitante de protéine virale (p24) en cytométrie en flux 
après induction par des agents inverseurs de latence. En bref, la cytométrie en flux permet la 
détection à la fois de marqueurs intracellulaires (la protéine virale p24 Gag) et de marqueurs de 
surface (par exemple CD4 et CD45RO). Tandis que la FISH permet en premier temps de colorer 
les cellules en surface pour détecter les marqueurs phénotypiques et de colorer en intracellulaire 
la protéine Gag. Cela est suivi d’une étape impliquant la transcription inverse de l'ARN Gag-
Pol et son amplification. Les lectures sont ensuite obtenues par la cytométrie en flux. Le Flow-
FISH est la première technique mise au point permettant à la fois de mesurer l’ARN viral, une 
protéine virale et les marqueurs de surface cellulaire et semble être très prometteuse dans la 
recherche d'une méthode idéale pour la mesure du réservoir latent. Cependant c’est une 
technique couteuse, nécessitant de multiples manipulations et qui tend à surestimer de la taille 
du réservoir en quantifiant certains provirus défectueux (Baxter et al., 2017).  
iCARED est aussi une technique péremptoire basée sur la mesure de l’ARN viral (Hodel 
et al., 2016). Les lymphocytes T CD4+ sont activés en utilisant des anticorps monoclonaux anti-
CD3/anti-CD28, mimiquant la présentation antigénique, en présence d’un inhibiteur d’intégrase 
(raltegravir) pour bloquer la propagation du virus. Après 3 jours de culture, on effectue une 
extraction d’ARN, suivie d’une qPCR visant à amplifier les régions de gag ou bien tat/rev. Cette 
technique permet de mesurer une moyenne de 51 lymphocytes T CD4+ infectés par million. 
C’est une technique sensible, rapide et relativement simple.  
La stimulation à la prostratine:  La prostratine est un agent inverseur de latence. Elle a 
été isolée pour la première fois à partir d’une plante (Pimelea prostrata). Depuis, des analogues 
furent synthétisés, avec des EC50 jusqu’à 1000 fois plus faibles. En effet c’est un activateur de 
la protéine kinase C (Kazanietz et al., 1993), mais, contrairement au PMA, qui a une structure 
apparentée, la prostratine n’est pas promoteuse de tumeur ou irritante. Au contraire, il a été 
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prouvé qu’elle régule à la baisse les récepteurs de type CXCR4 et même CCR5, protégeant ainsi 
les lymphocytes T CD4+ et qu’elle régule à la hausse l’expression du marqueur d’activation 
cellulaire CD69 (Hezareh et al., 2004; Korin et al., 2002). Par ce fait, elle semble une bonne 
candidate pour la thérapie « shock and kill » qui est en bref une stratégie thérapeutique visant à 
activer les cellules latentes infectés afin qu’elles soient éliminées par effet cytopathique et par 
le système immunitaire (Deeks, 2012). La mise au point d’une nouvelle technique mesurant le 
réservoir inductible est basée sur la capacité de la prostratine à activer la PCK, donc à activer la 
voie de signalisation NF-κB. Le facteur de transcription NF-κB migre vers le noyau et lie le 
domaine LTR du virus, donc active la transcription virale.  Ensuite, les surnageants de la culture 
sont récupérés et on mesure par PCR la quantité d’ARN viral qui a été induit (Beans et al., 


















Tableau 1: Techniques de mesure du réservoir du VIH-1 
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3. Impact de l’initiation précoce du traitement sur les 
réservoirs du VIH-1 
3.1. Cinétique de la décroissance virale  
Le réservoir s’établit très tôt au moment de la primo-infection. Des études menées chez 
le macaque infecté par le virus de l’immunodéficience simienne (SIV) indiquent une expansion 
très rapide du réservoir viral dans les 3 jours suivant l’infection (Whitney et al., 2014). Plus 
récemment, une étude était effectuée chez huit individus infectés ayant commencé la TARc 
durant le stade le plus précoce de la phase aigüe de l’infection (Fiebig I) et ayant poursuivi le 
traitement pour une moyenne de 2.8 ans. Tous ces participants ont connu un rebond rapide de 
la charge virale après l’interruption de la TARc (Colby et al., 2018).  Il est pertinent de garder à 
l’esprit que le réservoir s’établit très tôt lors de la primo-infection, et que tous les ART utilisés 
jusqu’à date n’arrivent pas à atteindre le réservoir une fois constitué. Nonobstant, les TARc va 
avoir un impact et pourrait perturber la poursuite de l’établissement du réservoir. 
Après l’initiation de TARc, la charge virale plasmatique diminue comme les 
antirétroviraux suppriment la réplication virale et préviennent l'infection de nouvelles cellules 
cibles. Le virus libre dans le plasma a une demi-vie courte d’environ 6 heures (Perelson et al., 
1996). Par conséquent, la charge virale plasmatique est fortement corrélée à la demi-vie des 
cellules infectées relâchant le VIH dans le sang (Palmer et al., 2011).  
La modélisation mathématique a décrit 4 phases de décroissance virale proportionnelles 
à la demi-vie des différentes cellules infectées, dont principalement les lymphocytes T CD4+ 
(Figure 7) (Palmer et al., 2011). La première phase dure de 1 à 2 jours, lors de laquelle on 
observe une diminution exponentielle et rapide de la charge virale plasmatique. La plupart des 
virus plasmatiques dans le cas d’infection par le VIH non traitée sont produits par les 
lymphocytes T CD4+ activés, dont la demi-vie est de 1 à 2 jours. Cette première phase est 
attribuée à l’élimination du virus et à la lyse des lymphocytes T CD4+ par effet cytopathique 
viral et par les défenses immunitaire de l’hôte (Perelson,et al., 1996; Palmer et al., 2008). La 
deuxième phase est plus lente, durant laquelle le déclin de la virémie est dû à l’élimination 
d’autres populations cellulaires infectées dont la demi-vie est plus longue (de 14 à 21 jours), à 
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savoir: les lymphocytes T CD4+ partiellement activés, les macrophages et les cellules 
dendritiques. Par ailleurs, c’est durant cette phase que les patients vont présenter une charge 
virale contrôlée, c-à-d. une charge virale en dessous de la limite de détection des tests utilisés 
en pratique clinique (<50 copies/ml) (Blankson et al., 2002, Palmer et al., 2008). Le déclin de 
la  virémie résiduelle est aussi biphasique et comporte une première phase où on observe une 
faible diminution de la virémie résiduelle correspondant à l’élimination des lymphocytes T 
CD4+ infectés de manière latente, qui ont une demi-vie de 6-44 mois, suivi d’une dernière phase 
où il y a peu ou pas de baisse de la charge virale (stable autour de 1 à 5 copies/ml), suggérant la 
présence d’un petit nombre de cellules infectées présentant un degré élevé de stabilité, incluant 
les lymphocytes T CD4+  mémoires et naïfs (Besson et al., 2014; Riddler et al., 2015).  
 
Figure 7 : Les quatre phases de la décroissance de la production virale après initiation de la 
TARc et les populations cellulaires responsables de la production des virions à chaque phase. 
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Les cellules en violet représentent les lymphocytes T CD4+ activés, en bleu les lymphocytes T 
CD4+ partiellement activés, en vert autres types cellulaires, en rouge les cellules quiescentes à 
longue demi-vie principalement les T CD4+ mémoires (adapté de Palmer et al., 2011) 
3.2. Impact du traitement précoce sur la taille et la stabilité des 
réservoirs de VIH-1 mesurés dans les PBMC 
La taille du réservoir mesurée dans les cellules du sang périphérique a une valeur 
pronostique quant à l’évolution immunologique et clinique de la maladie. En effet, elle est 
d’autant plus élevée que le niveau d’ARN viral est élevé, que les patients sont symptomatiques 
et que le niveau de lymphocyte T CD4+ est bas. En plus, elle reflète le niveau du réservoir total 
sachant qu’elle corrèle avec la taille des réservoirs mesurés en primo-infection dans les 
compartiments muqueux digestifs (Li et al., 2016). 
Li et al ont démontré que le niveau du réservoir est prédictif du moment du rebond viral 
après l’interruption du traitement. En effet, chez les participants traités précocement par TARc 
durant la phase aigüe de la maladie le taux d’ARN était d’une médiane <92 contre 156 copies 
d'ARN du VIH-1/ 106 lymphocyte T CD4+ chez les sujets traités en phase chronique. Par 
ailleurs, des niveaux plus élevés d’ARN-viral étaient associés de manière significative à un délai 
plus court du rebond viral après suspension du traitement (≤4 semaines contre 5–8 semaines 
contre> 8 semaines pour des médianes de 182 vs 107 vs <92 copies d'ARN du VIH-1/106 
Lymphocytes T CD4+). Une plus petite taille du réservoir est donc associée à une rémission 
prolongée de la virémie plasmatique après interruption (Li et al., 2016). 
Un cas qui a suscité l’attention de la communauté scientifique est celui du « Bébé du 
Mississippi ». Il s’agit d’un bébé né par voie vaginale, issu d’une mère virémique infectée par 
le VIH qui ne suivait pas de traitement antirétroviral. La charge virale du bébé à la naissance 
était de 4.3 log10 copies/ml de plasma, suggérant que la transmission avait eu lieu à la fin de la 
grossesse. Le nourrisson a bénéficié d’une TARc très précoce et intense à 30 heures de vie qui 
a été poursuivie pendant 18 mois puis interrompue. Cela a permis un contrôle relativement 
rapide (28 jours d’âge) et soutenu de la réplication virale jusqu’à l’âge de 30 mois malgré 
l’interruption de la TARc, mais aussi une énorme diminution de la taille du réservoir viral 
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lymphocytaire sanguin. Les tests ultrasensibles pour la quantification de l’ADN viral étaient 
intermittents, alors que la quantification des virus compétents pour la réplication par QVOA 
était négative pendant cette période de rémission virologique. Malheureusement, à environ 46 
mois de vie, la virémie plasmatique était décelable chez le bébé et on lui a prescrit la TARc pour 
contrôler la virémie. Il est important de noter que le rebond viral a généralement lieu dans les 4 
premières semaines suivant la suspension de la TARc, donc plus de 2 ans de contrôle 
immunovirologique maintenu après l’arrêt de la TARc, comme dans le cas du Bébé du 
Mississippi, est exceptionnel. Dans l’ensemble, malgré le fait que le Bébé du Mississippi ne soit 
pas guéri comme espéré, cette étude a suggéré qu'un traitement précoce pouvait inhiber 
l'établissement des réservoirs de VIH-1 et que des plus petits réservoirs pourraient mener à des 
rémissions virales prolongés (Persaud et al., 2013; Luzuriaga et al., 2015). 
Intrigué par l’évolution de l’infection chez le Bébé du Mississippi, notre équipe a fait 
partie d’une collaboration canadienne qui a rapporté en 2014 l’histoire de 4 cas de patients 
pédiatriques canadiens avec suppression virale soutenue (SVS) qui étaient similaires à l'enfant 
rapporté par Persaud et al. Ces patients avaient été infectés ante partum et ont reçu une TARc 
dans les premières 72 heures de vie. La SVS a été établie à l’âge de 6 mois et maintenue (jusqu’à 
date). La taille du réservoir viral était infinitésimale et aucun d’entre eux ne présentait de 
réponses à médiation cellulaire T spécifique à Gag ou Nef du VIH détectable en ELISpot, 
suggérant que la suppression virale était atteinte avant le développement de la réponse 
immunitaire spécifique au VIH. À noter que chez ces patients, on n’a pas interrompu la TARc 
(Bitnun et al., 2014). 
Chez les adultes traités en phase chronique, la demi vie des lymphocytes T CD4+ 
quiescents ayant intégré l’ADN proviral dans leur génome est de 44 mois. Hocqueloux et al ont 
recruté 307 patients, dont 35 ont commencé une TARc au cours de la primo-infection (moins 
de 4 mois après l'infection) et 272 au cours de la phase chronique (Figure 8). La régression du 
niveau de l'ADN viral a été mesurée grâce à un modèle exponentiel à effets mixtes non linéaires, 
ce qui a montré que la cinétique de la décroissance de l’ADN viral était biphasique et que la 
régression des deux phases était significativement plus prononcée dans le groupe traité en 
primo-infection. Après une moyenne de 4 ans de suppression virale, la taille du réservoir mesuré 
en ADN proviral était nettement plus basse dans le groupe traité en primo-infection, avec une 
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médiane de 2.15 contre 2.84 log10 copies/106 PBMC. Chez ces patients, cette réduction de la 
taille du réservoir était accompagnée d’une restauration immunitaire plus rapide et prolongée 
avec une médiane de 883 contre 619 cellules CD4/mm3, et un meilleur ratio CD4/CD8 
(Hocqueloux et al., 2013). Sans oublier l’étude « VISCONTI » (Viro-Immunological Sustained 
Control after Treatment Interruption) qui portait sur 14 patients adultes dont le traitement avait 
été initié entre 1.1 et 2.1 mois après l’infection et a duré 37 mois, ce qui a permis le maintien de 
la SVS pour une moyenne de 89 mois après l’arrêt du traitement. Mais en plus, chez ces 
participants, les niveaux des réservoirs étaient comparativement bas et les réponses spécifiques 
T CD8+ étaient diminuées avec un niveau d’expression de marqueurs d’activation CD8 aussi 
faible (Sáez-Cirión et al., 2013). 
 
Figure 8 : Modélisation de la régression du niveau de l’ADN viral, en fonction du moment de 
l’initiation du traitement. En violet, les patients traités en phase chronique (n= 235), et en orange 
les patients traités en primo-infection (n= 35) (adapté de Hocqueloux et al., 2013). 
La régression du réservoir latent du VIH est plus rapide chez les individus qui 
commencent un traitement antirétroviral précoce après l’infection. En effet, une taille limitée du 
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réservoir initial de cellules T CD4+ infectées de manière latente a été proposée comme étant le 
facteur le plus important contribuant à une plus petite taille du réservoir après plusieurs années 
de traitement (Buzon et al., 2014; Chun et al., 2007). Archin et al. ont démontré que, bien que 
la fréquence des cellules infectées quiescentes diminue après la première année du traitement 
antirétroviral chez les patients infectés, aucune décroissance supplémentaire n'est constatée une 
fois que cette fréquence atteint des niveaux très bas (moins de 0,5 cellule par million). Par 
conséquent, une sous population de cellules infectées de manière latente peut persister 
indéfiniment, même chez les patients qui ont commencé un traitement antirétroviral pendant la 
primo-infection. L’identification du phénotype de ces cellules, dans lequel le VIH peut persister 
perpétuellement, fait l’objet de recherches approfondies (Archin et al., 2012). En effet, la 
composition du réservoir, c-à-d sa répartition dans les sous-populations des cellules T CD4+, 
peut fournir des informations cruciales sur les mécanismes de persistance du VIH. Plusieurs 
études récentes indiquent que la TARc précoce influence grandement ce paramètre (Chomont 
et al., 2009; Chéret et al., 2015). 
3.3. Effet du traitement précoce sur la distribution du réservoir 
dans les différentes sous-populations lymphocytaires 
L’étude de Ganesan et al. a évalué la distribution des sous-populations lymphocytaires 
chez des patients non traités en phase tardive de primo-infection. Ces derniers ont rapporté que 
les TN étaient la sous-population majoritaire, bien que son niveau fût plus bas que celui observé 
chez des sujets sains, et que le pourcentage des cellules mémoires à demi-vie courte, les TEM 
et les TTM, était fortement altéré (Ganesan et al., 2010). En effet, les TEM et TTM expriment 
fortement le récepteur CCR5 donc sont vite détruites (Li et al., 2005; Mattapallil et al., 2005). 
Cette perte est ensuite compensée par une prolifération des autres sous populations de 
lymphocytes mémoires à longue demi-vie (Picker et al., 2006). En conclusion à cette étude, les 
sous populations lymphocytaires mémoires présentent le niveau d’infection le plus élevé et une 
contribution majeure au réservoir (Ganesan et al., 2010). Semblablement, chez les patients 
chroniques non traités, le stock des TN était encore plus diminué dû à la fibrose progressive des 
tissus lymphoïdes et les TCM avaient le niveau d’infection le plus élevé comparé aux autres 
sous populations mémoire qui contribuent aussi majoritairement au réservoir. 
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Chomont et al. ont montré que chez 17 patients adultes en SVS traités en phase 
chronique, la contribution des sous-populations de lymphocytes T CD4+ mémoire (TCM, TTM 
et TEM) au pool de cellules infectées étaient similaires, mais que la contribution des TCM était 
la plus importante. Dû à leur longue vie et leur capacité replicative, les TCM jouent un rôle clé 
dans le maintien du réservoir (Chomont et al., 2009). Cependant, l’étude OPTIPRIM, réalisée 
sur 10 patients traités très précocement en primo infection et après 2 ans de traitement, a 
démontré la contribution majeure des TTM au réservoir. En revanche, les TCM et les TN étaient 
déjà infectées mais contribuaient d’une façon beaucoup moindre au maintien du réservoir 
(Chéret et al., 2015). Donc, le réservoir chez les patients traités en phase chronique est un 
réservoir à demi-vie longue (TCM) à comparer avec un réservoir à demi-vie courte (TTM) chez 
les patients traités en primo infection (Figure 9). 
 
Figure 9 : La distribution du réservoir dans les différentes sous-populations lymphocytaires 
CD4+ chez des participants traités en phase chronique versus des participants traités en primo-
infection. À gauche, la distribution du réservoir dans les différentes sous-populations 
Lymphocytaires CD4 chez 17 participants traités en phase chronique de l’infection par le VIH 
(TTD: lymphocyte T terminal différencié) (adapté de Chomont et al., 2009). À droite, la 
distribution du réservoir dans les différentes sous-populations lymphocytaires CD4+ chez 10 
participants traités en primo-infection (adapté de Chéret et al., 2015). 
 
30 
Plusieurs études ont tenté de définir les contributions relatives de chacune de ces sous 
populations au réservoir en comparant l’ADN proviral total qu’elles contiennent. En général, 
ces études ont montré que les cellules TCM, TTM et TEM contenaient systématiquement des 
taux plus élevés d’ADN du VIH-1 que les cellules TN. Par conséquent, les études sur les 
réservoirs se sont principalement concentrées sur le compartiment des cellules T CD4+ 
mémoires, et la population TN a été largement négligée. 
Tout récemment, une étude réalisée par Zerbato et al. chez 7 adultes en SVS depuis plus 
de 5 ans et traités en phase chronique a montré que bien que la fréquence d’infection à VIH-1 
soit plus faible dans les TN que dans les TCM, le virus est produit de la même façon, voire 
même plus à partir de la population TN. En effet, le niveau d’ADN proviral total était plus élevé 
dans les TCM comparé aux TN (une médiane de 2,179 copies/106cellules contre 684 copies/106 
cellules). Cependant, suite à l’activation des cellules avec 6 différents LRAs, les quantités 
d’ARN viral produites n'étaient pas significativement différentes des sous populations TN et 
TCM. Fait intéressant, pour 4 des 7 donneurs, les niveaux d'ARN des virions produits étaient 
plus élevés dans les cellules TN que dans les cellules TCM. Cette même étude a mis en évidence 
que la fréquence de virus infectieux compétents à la réplication était similaire dans les deux sous 
populations (Zerbato et al., 2019). 
 Le réservoir du VIH a été considérablement étudié chez les adultes, cela dit, peut 
d’études ont été menés chez la population infantile. Une étude très récente menée chez les 
enfants macaques infectés par le SIV en SVS indique la contribution majeure de la sous-
population de lymphocytes T CD4+ naïfs au pool de cellules infectées quiescentes, avec un 
pourcentage de 74% comparé aux 14% retrouvé chez le macaque adulte, suggérant l’importance 
critique de cette sous population dans la persistance du VIH chez l’enfant (Mavigner et al., 
2018). Cette constatation nous incite à vouloir examiner les mécanismes de l’établissement et 
du maintien de la latente dans cette sous population, et à étudier l’impact de l’initiation précoce 
de la TARc. Ce qui pourrait nous mener à proposer de nouvelles stratégies thérapeutiques pour 
le VIH pédiatrique. 
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4. Rationnel et hypothèse de l’étude EPIC4 (Early Pediatric 
Initiation, Canada Child Cure Cohort Study).  
Le réservoir du VIH s’établit très tôt au moment de la primo-infection. Un grand nombre 
de lymphocyte T CD4+ sont rapidement altérés. Toutefois, une petite proportion rentre dans un 
état de quiescence après avoir intégré le génome viral. Conjointement, on observe un 
dérèglement majeur de l’homéostasie lymphocytaire et une activation immunitaire accrue. La 
primo-infection est un moment critique, durant lequel intervenir pourrait altérer la constitution 
et l’organisation de certains réservoirs, tout en protégeant les capacités des réponses 
immunitaires spécifiques et non spécifiques (Figure 10). D’une manière générale, l’initiation 
précoce de la TARc est plus facile dans le cadre de l’infection pédiatrique du fait que 
l’identification très précoce de l’infection chez l’adulte peut être problématique, tandis qu’une 
infection pédiatrique acquise par transmission verticale peut être diagnostiquée dans les heures 
suivant la naissance et l’initiation du traitement peut se faire très rapidement. Par ailleurs, la 
dynamique de la persistance du VIH chez les enfants est différente de celle observée chez les 
adultes. En effet, les cellules cibles du VIH sont différentes en type et en nombre chez l’enfant, 
la tolérance immunitaire est relativement plus élevée et l’activation immunitaire est plus faible, 
le compartiment LT mémoire est plus réduit et la pharmacocinétique des TAR est distincte dans 
le sang et les tissus (Goulder et al., 2016; Newell et al., 2004; Richardson et al., 2003). Le 
réservoir du VIH a été largement étudié chez les adultes infectés par le VIH car il représente un 
des principaux obstacles à la guérison. Cependant, on en sait moins sur la taille et sur la 
distribution cellulaire et anatomique du réservoir du VIH, et sur l’impact de l’initiation précoce 
du TARc sur ces dernières dans la population infantile. 
Considérant l’ensemble de ces connaissances, l’étude EPIC4 a été élaborée. Cette étude 
prospective multicentrique avait 2 objectifs principaux. Le premier était de mesurer l’impact 
d’un traitement puissant initié précocement après la naissance chez l’enfant infecté par 
transmission verticale sur la taille du réservoir de cellules CD4+ infectées et sur sa distribution. 
Le deuxième était d’étudier l’effet de l’initiation précoce de la TARc sur le développement de 
la réponse immunitaire (Figure 10). L’étude EPIC4 a recruté 221 patients à travers neuf centres 
pédiatriques canadiens, tous infectés par voie verticale. Il est important de rappeler que la 
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distribution cellulaire et anatomique du réservoir de VIH chez les enfants est mal élucidée 
compte tenu des difficultés d’étude des jeunes enfants, car la faible quantité des échantillons est 
un facteur limitant pour ce genre d’expériences. Toutefois, l’étude EPIC4 nous a permis 
d’obtenir des quantités optimales de sang et de fractions lymphocytaires, ce qui nous permettra 
d’étudier le réservoir quantitativement et qualitativement. Mon projet de maîtrise s’inscrit dans 
le cadre du premier volet de l’étude EPIC4 et va se restreindre sur l’aspect quantitatif du 
réservoir. 
Hypothèses: La taille du réservoir chez l’enfant infecté par le VIH serait comparable à 
celle retrouvée chez l’adulte. Cependant, l'initiation précoce de la TARc permettrait de réduire 
le réservoir à un bas niveau, menant à un meilleur contrôle de la réplication virale suite à une 
éventuelle interruption de traitement. 
Notre objectif principal sera de quantifier et d’évaluer l’impact des traitements précoces 
sur les réservoirs lymphocytaires sanguins chez les enfants et les adolescents infectés 
verticalement de l’étude pancanadienne EPIC4, mais aussi de comprendre les facteurs clés 
associés à différents niveaux de réservoirs.  
Par ailleurs, nous avons utilisé une nouvelle technique visant à mesurer les niveaux du 
réservoir inductible après stimulation avec un analogue de la prostratine. Il sera question aussi 
de développer et de valider cette technique de mesure et d’établir les corrélations entre les 
résultats générés par cette dernière versus ceux obtenus en PCR mesurant l’ADN total du VIH-





Figure 10 : Rationnelle de l’étude EPIC4. Notre étude est basée sur l’hypothèse qu’un traitement 
puissant initié précocement après la naissance peut protéger les réponses immunitaires 
spécifiques et non spécifiques et limiter l’amplification du réservoir en diminuant la taille du 
pool lymphocytaire infecté latent. Le système immunitaire est donc protégé des effets délétères 
















DEUXIÈME CHAPITRE :  







1. Cohorte EPIC4 
L’étude EPIC4 a recruté 221 patients à travers neuf centres pédiatriques canadiens: 
Hospital for Sick Children à Toronto (n=76), CHU Sainte-Justine à Montréal (n=41), Children’s 
Hospital of Eastern Ontario à Ottawa (n=27), Stollery Children’s Hospital à Edmonton (n=21), 
Children's & Women's Health Centre of British Columbia à Vancouver (n=29), Children’s 
Hospital of Winnipeg à Winnipeg (n=1), McMaster Children’s Hospital à Hamilton (n=5), 
Montréal Children’s Hospital à Montréal (n=9) et Royal University Hospital à Saskatoon 
(n=12). Les patients ont été infectés par la voie verticale. L'étude a été approuvée par les comités 
d'éthique de la recherche de toutes les institutions participantes. Chaque participant ou son tuteur 
légal, selon le cas, a fourni un consentement volontaire et éclairé. 
Les enfants et les jeunes adultes infectés par le VIH ont été considérés comme infectés 
de manière périnatale selon les critères suivants: 1. La mère de la personne est séropositive et il 
n’existe aucune preuve convaincante d’un autre mode d’infection. 2. Le statut de la mère de 
cette personne n’est pas connu, soit elle est décédée, soit elle n’est pas disponible pour un test 
de dépistage et il n’existe aucune preuve convaincante d’un autre mode d’infection. D'un point 
de vue pratique, la probabilité que des enfants soient classés à tort comme infectés de manière 
périnatale est très faible tenant compte aussi du fait que la transmission périnatale représente 
plus de 90% des infections à VIH chez les enfants dans le monde (Newell, 2001). 
2. Isolation et conservation des cellules mononucléées du 
sang périphérique 
Le sang des participants a été prélevé dans des tubes K2EDTA (Vacutainer®, Becton & 
Dickinsom, Mississauga, ON). L’isolation des PBMC a été effectuée grâce à une centrifugation 
par gradient de Ficoll dans des tubes LeucosepTM (Greiner Bio-One, Allemagne). Par la suite, 
nous avons procédé à un lavage des PBMC dans du milieu RPMI (Wisent, St-Jean-Baptiste, 
QC) additionné de 5% de sérum de veau foetal (SVF; Wisent, St-Jean-Baptiste, QC). Les PBMC 
récoltées ont été conservées dans du milieu de congélation appropriée contenant 90% de SVF 
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et 10% de diméthylsulfoxyde (DMSO; Sigma Aldrich, MO, États-Unis). Les cellules ont été 
congelées à -80C ensuite transférées dans l’azote en phase liquide jusqu’à leur décongélation. 
3. Quantification de l’ADN proviral dans les PBMC 
3.1. Préparation des culots cellulaires 
Après avoir été décongelées, les PBMC ont été comptées et suspendues à raison de 106 
PBMC par tube. Ensuite, ces échantillons ont été centrifugés et tout le surnageant a été retiré et 
les culots cellulaires ont été congelés. Les échantillons ont été envoyés sur glace sèche au 
Laboratoire du Docteur Nicolas Chomont au Centre de recherche du Centre hospitalier de 
l’Université de Montréal pour la quantification de l’ADN proviral. 
3.2. Quantification de l’ADN proviral (Figure 11) 
 
Figure 11 : Principe de la technique basée sur la PCR utilisée pour mesurer l'ADN total du VIH. 
Les cellules sont digérées avec la protéinase K (PK) et les lysats cellulaires sont utilisés dans 
une première étape de pré-PCR durant laquelle les gènes du VIH et CD3 sont pré-amplifiées. 
Ces produits sont dilués et utilisés dans une seconde réaction d'amplification (VIH et CD3): 
chaque forme est quantifiée par PCR en temps réel. La fréquence des cellules hébergeant de 
l'ADN proviral est calculée par le ratio: nombre de copies de VIH /2 x [nombre de copie CD3]. 
(adapté de Vandergeeten et al., 2014) 
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Le culot de 106 PBMC a été digéré avec (10 mg/ml) de protéinase K (Life Technologies, 
CA, États-Unis) dans le tampon approprié (Tris HCl 10 mM, 0.1% Tween 20, 0.1% NP40). 
Ensuite, il a été incubé durant 18 heures à 55◦C. Par la suite, la protéinase K a été inactivée par 
la chaleur à 95° C pendant 10 minutes. Ces lysats ont été utilisés pour l'amplification de l’ADN. 
Afin de déterminer la fréquence des cellules hébergeant de l'ADN proviral, les niveaux d'ADN 
total du VIH-1 ont été mesurés par une PCR modifiée qui quantifie à la fois le nombre total de 
copies d'ADN du VIH et du gène CD3. Une dilution en série de cellules ACH2, portant une 
seule copie du génome du VIH intégré (Folks., 1989; Clouse et al., 1989), a été utilisée comme 
courbe standard pour la quantification des gènes du VIH et du CD3, allant de 3 à 3* 105 cellules 
(Chomont et al., 2009).  
Pour le premier cycle de PCR, l'ADN viral total a été amplifié avec une amorce 
spécifique de la jonction U3-R LTR contenant une séquence spécifique du phage lambda 
(ULF1: 5'- ATG CCA CGT AAG CGA AAC TCT GGG TCT CTC TDG TTA GAC-3') et une 
amorce gag (UR1: 5’- CCA TCT CTC TCC TTC TAG C -3'), ensemble avec des amorces 
spécifiques du gène CD3 (CD3OUTF: 5-ACT GAC ATG GAA CAG GGG AAG-3; 
CD3OUTR: 5-CCA GCT CTG AAG TAG GGA ACA TAT-3) (figure 12). En effet, 15 µl de 
lysat cellulaire ont été amplifiés dans une réaction de 50 µl, contenant 0,3 µM d’amorces ULF1, 
UR1 et CD3; 0.3 mM dNTPS; 3 mM MgCl2 et 2.5 U Taq Polymérase (Life Technologies, CA, 
États-Unis) (Figure 12). Les conditions de PCR pour le premier cycle étaient de 95 ° C pendant 
8 minutes suivi de 95°C pendant 1 minute, de 55°C pendant 40 s et de 72°C pendant une minute 
pour 12 cycles ensuite 75 ° C pendant 15 minutes. 
Le produit du premier tour de PCR a été diluée au 1:10 dans de l’eau et a été utilisé pour 
une seconde amplification. Le nombre de copies de VIH et CD3 a été déterminé dans des puits 
séparés. La quantification du nombre de copie de VIH a été obtenue à l'aide d’une amorce 
spécifique à Lambda T (LambdaT: 5'-ATG CCA CGT AAG CGA AAC T -3') et d’une amorce 
spécifique de la région LTR U5 (UR2: 5'- CTG AGG GAT CTC TAG TTA CC-3'), utilisées en 
même temps qu’une sonde d'hydrolyse qui s'apparie à la région LTR R (UHIV FamZen: 5'-/56-
FAM/CA CTC AAG G/ZEN/C AAG CTT TAT TGA GGC /3IABkFQ/-3') (Figure 12). Le 
nombre de copies de CD3 a été déterminé en utilisant des amorces spécifiques pour le gène CD3 
(HCD3 in 5’: 5'-GGC TAT CAT TCT TCT TCA AGG T-3' et HCD3 in 3': 5'-CCT CTC TTC 
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AGC CAT TTA AGT A-3') avec une sonde CD3 (CD3 FamZen: 5'-/56-FAM/AG CAG AGA 
A/ZEN/C AGT TAA GAG CCT CCA T/3IABkFQ/-3').  
Par la suite, 6.4 µl du produit dilué ont été transférés dans un mélange final de 20 µl, 
pour la réaction de second tour, contenant 1.25 mM d’amorce, 0.2 mM de sondes, 0.2 mM de 
dNTP et Perfecta ToughMix (QuantaBio, MA, États-Unis). Les conditions de PCR pour le 
deuxième tour étaient une étape de dénaturation de 95°C pendant 4 minutes, suivi de 40 cycles 
95°C pendant 3 s et 60°C pendant 10 s. La PCR a été réalisée avec RotorGene (Qiagen, CA, 
États-Unis). Le ratio des copies de VIH et des copies de CD3 (2 copies de CD3 / cellule) présente 
la fréquence des cellules hébergeant de l'ADN proviral. Les résultats sont exprimés en copies 










Figure 12 : Positions des amorces et des sondes utilisées. Pour la première réaction de PCR, 
l'ADN du VIH total a été amplifié avec une amorce spécifique de la jonction U3-R LTR portant 
une séquence spécifique du phage lambda (ULF1) et une amorce gag (UR1). Pour la deuxième 
amplification, une amorce spécifique à Lambda T (λT) et d’une amorce spécifique de la région 
LTR U5 (UR2) ont été utilisées en même temps qu’une sonde d'hydrolyse qui s'apparie à la 
région LTR R (UHIVTaqman) (adapté de Vandergeeten et al., 2014). 
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4. Stimulation des lymphocytes T CD4+ avec un analogue 
de la prostratine 
4.1 Isolement des Lymphocytes T CD4+ 
Dans un premier temps, les PBMC ont été décongelées et incubées une nuit à 37°C, 5% 
CO2. Le lendemain, nous avons procédé à un isolement des lymphocytes T CD4 
+ par sélection 
négative en utilisant le EasySepTM Human CD4+ T Cell Isolation Kit et le EasyEight EasySep 
magnet (STEMCELL Technologies, BC, Canada). 
Au début la suspension cellulaire a été centrifugée, et le culot cellulaire a été resuspendu à raison 
de 5.107 cellules/ml dans 0.25 - 2ml de robosep. Ensuite 50 μL de cocktail d’isolement, et 50 
μL d’un mélange d’anticorps monoclonaux soit RapidSpheres™ sont ajoutés par ml 
d’échantillon, les cellules autres que lymphocytes T CD4 + vont se lier aux billes. 
Par la suite, les tubes contenant le mélange ont été placés dans l’aimant (EasyEight EasySep 
magnet) et ont été incubés 5 minutes à température pièce. Ensuite, le surnageant, qui ne contient 
que les lymphocytes T CD4 +, a été pipetté et transféré dans un nouveau tube. 
4.2 Stimulation des LTCD4+ à la prostratine  
Les lymphocytes T CD4 + isolés ont été comptés et centrifugés. Ensuite, les culots ont 
été resuspendus à raison de 1.107 cellules/ml dans du R10 supplémenté avec 1000 UI/ml d’IL-
2 et 50 nM d’un analogue de la prostratine (analogue SUW013) (Beans et al., 2013). Ensuite, le 
mélange a été incubé 48h à 37°C, 5% CO2. 
Après incubation, nous avons récolté les surnageants de stimulation. En fait, la suspension 
cellulaire a été transférée dans des cryotubes et a été centrifugée. Le surnageant a été récolté et 
filtré sur un filtre Millex®-HV 0.45μm (Millipore Sigma, Allemagne) dans un nouveau tube, et 
par la suite a été congelé à -80°C. 
4.3 Quantification des surnageants de stimulation à la prostratine 
Les surnageants des stimulations ont été envoyés au Laboratoire national des services de 
référence du VIH de l’Agence de santé publique du Canada (ASPC). La quantification de l’ARN 
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viral a été effectuée par la technique de droplet digital PCR: en utilisant 2 appareils : le 
QX200TM Droplet Generator et le QX200TM Droplet Reader (Bio-Rad, QC, Canada).  
Les résultats de la stimulation à l’analogue de la prostratine sont exprimés en Log10 copies 
d’ARN viral/ 106 lymphocytes T CD4 +. 
5. Graphiques et statistiques 
Le traitement des données, les statistiques ainsi que les graphiques ont été tous générés à l’aide 
du logiciel GraphPad Prism version 7 (GraphPad Software, La Jolla, CA). Les corrélations 
obtenues sont considérées significatives lorsque la valeur de p est inférieure à 0,05.  
6. Définitions  
Pour mieux interpréter les résultats et les corrélations obtenus, on a défini au laboratoire 
certains paramètres, soit : le PLEC, le PLUS, le cPLEC et le cPLUS (Figure 13). 
PLEC "proportion of life under effective cART": Correspond à la dernière proportion 
de vie sous TARc efficace. Un PLEC de 0 stipule que le patient avait une charge virale 
détectable au moment de la visite. La formule utilisée pour le calcul des PLEC est la suivante : 
(date de la visite de l’étude - date du début de la TARc efficace) / (date de la visite - date de la 
naissance). 
cPLEC "cumulative proportion of life under effective cART": Correspond à la 
proportion de vie cumulative sous thérapie efficaces. Le calcul déduit tous les intervalles sous 
TARc efficaces et la divise par l'âge à la visite d'étude, soit;  
La durée totale de toutes cTAR efficaces/ (date de la visite - date de la naissance). 
PLUS "proportion of life under viral suppression": Correspond à la dernière proportion 
de vie sous SVS. Un PLUS de 0 stipule que le patient avait une charge virale détectable au 
moment de la visite. Soit;      
(date de la visite de l’étude - date du début de la SVS) / (date de la visite - date de la naissance). 
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cPLUS "cumulative proportion of life under viral suppression": Correspond à la 
proportion de vie cumulative sous SVS. Le calcul fait la somme de tous les intervalles sous SVS 
et la divise par l'âge à la visite d'étude. Soit; 
La durée totale sous SVS / (date de la visite - date de la naissance). À noter que la période de 
vie écoulée avant les premières données valables est considérée comme non SVS.  
 
Figure 13 : présentation schématique des paramètres PLEC et PLUS.   
 Pour cette étude, les participants sont considérés en SVS du moment où deux charges 
virales consécutives sont en dessous de la limite de détection. La SVS n’est plus maintenue si 
deux charges virales consécutives sont détectables, ou bien si une charge virale en dessus de 
10,000 copies/ ml plasma est détectée. Aussi, seuls les candidats sous TARc, utilisant 3 
différents ARV ont été retenus pour cette étude. Par ailleurs, on désigne par un "Blip 














1. Quantification et évaluation de l’impact des traitements 
précoces sur les réservoirs lymphocytaires sanguins 
1.1. Caractéristiques de la population étudiée  
Au total, 134 enfants ont été inclus dans cette analyse. 51.5% des enfants sont de sexe 
féminin et 48.5% sont de sexe masculin. Dans ce groupe d'enfants, la médiane de l’âge au 
moment de la visite était de 13.5 ans (IQR 9.1, 17.2), l'âge médian à l’initiation de la TARc était 
de 2.7 ans (IQR 0.44, 6.4) et la durée médiane de SVS était de 6.1 ans (IQR 2.4, 9.5). De plus, 
47% des enfants étaient nés au Canada, contre 53 % d’enfants nés en dehors du Canada. Les 
participants étaient de différentes ethnies, soit: 61.27 % d’origine Africaines / Caraïbes / Noires, 
11.44% de blancs, 10.07% autochtones et 17.22% de différentes autres ethnies. 
Les valeurs de PLEC obtenues avaient une médiane de 0.51 (IQR 0.19, 0.78), et les 
cPLEC avaient une médiane de 0.56 (IQR 0.3, 0.86). Quant aux PLUS, la médiane était de 0.42 
(IQR 0.15, 0.70). Finalement, la médiane des cPLUS était 0.48 (IQR 0.27, 0.76). 
Paramètre  134 enfants 
Sexe masculin (%)   48.5% 
Âge au moment de la visite 13.5 ans (IQR 9.1, 17.2) 
Âge à l’initiation de la TARc (années)  2.7 ans (IQR 0.44, 6.4) 
Âge à la SVS (années)  6.1 ans (IQR 2.4, 9.5). 
Canadien de naissance (%)  47% 
PLEC  0.51 (IQR 0.19, 0.78) 
cPLEC 0.56 (IQR 0.3, 0.86). 
PLUS  0.42 (IQR 0.15, 0.70) 
cPLUS 0.48 (IQR 0.27, 0.76) 
Tableau 2 : Caractéristiques de base des participants. 
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1.2. Corrélations entre l’âge de l’initiation de la TARc et les 
paramètres: PLEC, PLUS, cPLEC et cPLUS     
Afin de mieux comprendre l’effet de l’initiation précoce de la TARc sur le contrôle de 
la charge virale et l’efficacité de la thérapie, on a choisi dans un premier temps d’étudier les 
corrélations entre le moment de l’initiation de la TARc et les paramètres, PLEC, PLUS, cPLEC 
et cPLUS. On a obtenu des corrélations négatives très significatives (p < 0.001) entre l’âge au 
premier traitement et ces différents paramètres (Figure 14).  
 
Figure 14 : PLEC (a), cPLEC (b), PLUS (c) et cPLUS (d) en fonction de l’âge à l’initiation de 
la TARc. Le test de corrélation utilisé est le test de Spearman pour données non-paramétriques. 
En effet, PLEC et cPLEC sont inversement corrélés à l’âge de l’initiation (rho= -0.49, p 
< 0.0001; rho= -0.65, p < 0.0001). Ainsi, des valeurs plus élevées de PLEC et cPLEC indiquent 
que l’enfant était sous thérapie efficace, qui a conduit une suppression virale, pour une plus 
grande proportion de vie, en lien direct avec l’initiation précoce de la thérapie. Également, PLUS 
et cPLUS corrèlent négativement avec l’âge de l’initiation (rho= -0.47, p < 0.0001; rho= -0.69, 
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p < 0.0001). Autrement, une TARc précoce est associée à un meilleur contrôle la virémie et à 
un maintient de la SVS pour une plus grande proportion de sa vie.  
1.3. Corrélations entre la taille du réservoir et les paramètres: 
PLEC, PLUS, cPLEC et cPLUS     
Pour mesurer la taille du réservoir lymphocytaire sanguin chez les patients, on a utilisé 
deux techniques, celle de la quantification de l’ADN VIH total dans les cellules sanguines 
périphériques par PCR en temps réel, qui corrèle chez les patients traités avec la quantification 
de l’ADN VIH intégré. Et aussi avec la quantification du niveau d’ARN viraux inductibles dans 
les lymphocytes T CD4+ stimulés avec un analogue de prostratine.  
Dans le but d’établir des liens entre l’historique du traitement et la taille du réservoir, on 
a testé les corrélations entre la quantification de l’ADN proviral, le PLEC, le cPLEC, le PLUS 




Figure 15 : Taille du réservoir viral en ADN proviral mesurée par PCR en temps réel et 
exprimée en copies / 106 PBMC, en fonction de: PLEC (a), cPLEC (b), PLUS (c) et cPLUS 
(d). Le test de corrélation utilisé est le test de Spearman pour données non-paramétriques. 
Le PLEC et le cPLEC sont négativement corrélés à la taille du réservoir viral mesuré ici 
en ADN proviral (rho= -0.39, p < 0.0001; rho= -0.35, p =0.0015). Ainsi, une plus grande 
proportion et durée de vie sous TARc efficace est associée à des niveaux plus bas du réservoir 
viral. Autrement dit, une thérapie non efficace c.a.d., menant à un rebond viral, viendrait nourrir 
et étendre ta taille du réservoir viral. De même, le PLUS et le cPLUS corrèlent négativement 
avec la quantité de l’ADN proviral (rho= -0.35, p= 0.002; rho= -0.32, p= 0.0017), ce qui signifie 
qu’une plus grande proportion et durée de vie sous SVS est corrélée à un réservoir plus petit. 
Ces mêmes corrélations sont confirmées pour le réservoir inductible, quantifié en 
mesurant l’ARN viral provient après stimulation par un analogue la prostratine des lymphocytes 
T CD4+ et le PLEC, le cPLEC, le PLUS et le cPLUS (rho= -0.40, p < 0.0001; rho= -0.38, p < 
0.0001; rho= -0.38, p < 0.0001; rho= -0.33, p= 0.0003) (Figure 16). À noter que les résultats de 





Figure 16 : Taille du réservoir viral inductible mesurée en Log10 de copies d’ARN viral produit 
par les lymphocytes T DC4+ stimulés par un analogue de la prostratine, en fonction du: PLEC 
(a), cPLEC (b), PLUS (c) et cPLUS (d). Le test de corrélation utilisé est le test de de Spearman 
pour données non-paramétriques. 
1.4. Impact du moment de l’initiation sur la taille du réservoir viral 
lymphocytaire sanguin  
1.4.1. Stratification et caractéristiques des groupes  
Afin de mieux décortiquer l’effet de l’initiation précoce de la TARc sur le réservoir, nous 
avons stratifié nos patients en 2 groupes: un premier groupe ayant commencé la TARc avant 
l’âge de 6 mois et ayant affiché un bon contrôle de la virémie, soit le groupe A (17 enfants) et 
le second groupe ayant commencé la TARc après l’âge de 6 mois, soit le groupe B (92 enfants). 
Cette subdivision est inspirée de l’article de notre collaborateur Ari Bitnun et auquel j’ai 
participé comme coauteur (Bitnun et al., 2019) (voir annexe).  
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 L'âge médian à l’initiation de la TARc était de 0.2 ans (IQR 0.11, 0.23) pour le groupe 
A versus 4.2 ans (IQR 1.5, 8.3) pour le groupe B. Les caractéristiques de base des participants, 
par groupe, sont décrites dans le Tableau 1. Sommairement, les individus du groupe A avaient 
tendance à être plus jeunes et nés au Canada que ceux du groupe B. Cela dit, on n’a pas noté de 
différence en fonction du sexe entre les deux groupes. Les CD4 nadirs de % CD4 étaient 
significativement plus élevés dans le groupe A : 28 (IQR 17, 32) Versus 19.5 (12, 27) (p=0.029) 
suggérant une meilleure restauration immunitaire pour le groupe A. 
Comme attendu, le groupe A présentait des durées et des proportions de vie 
significativement plus élevées sous TARc effective. En effet, la médiane de la durée totale sous 
TARc effective est de 10.37 ans (IQR 7.81, 12.72) pour le groupe A Versus 7 ans (IQR 2.76, 
10.08) pour le groupe B. Aussi, la médiane de cPLEC est de 0.967 (IQR 0.87, 0.99) pour le 
premier groupe contre 0.51 (IQR 0.29, 0.75) pour le second groupe. De la même façon, le groupe 
traité précocement affichait des durées et des proportions de vie sous SVS plus grandes, soit une 
médiane de durée totale sous SVS de 9.34 ans (IQR 7.21, 12.25) versus 5.23 ans (IQR 2.32, 
9.15), et une médiane de cPLUS de 0.88 (IQR 0.84, 0.93) versus 0.43 (IQR 0.25, 0.70). Fait 
intéressant, la SVS était atteinte plus rapidement dans le premier groupe, avec une médiane de 
7.13 mois après l’initiation de la TARc pour le groupe A et 19.43 mois pour le groupe B (p < 
0,0001). 
Ces constats viennent appuyer nos précédentes observations: un traitement initié plus 
précocement corrèle avec une meilleure efficacité de la thérapie et avec un meilleur contrôle de 











Paramètre Groupe 1 (n=10) Groupe 2 (n=30) Valeur de P 
Âge courant (années) 10.67 (IQR 8.41, 13.24) 14.32 (IQR 10.15, 17.82) 0.001 
Sexe masculin (%) 41 47.83 0.614 
Ethnie (%)    
Africains/ noirs (%) 41.1 66.3 0.049 
Blancs (%) 17.6 10.87 0.428  
Autochtones (%) 23.5 5.43 0.013 
Autres (%) 17.6 17.39 0.980 
Canadien de naissance (%) 94 32.61 < 0,0001 
Compte CD4 (cellules/μL) 767 701 0.2 
CD4 nadir (%) 28 (IQR 17, 32)  19.5 (IQR12, 27) 0.029 
Âge à l’initiation de la TARc (années) 0.2 (IQR 0.11, 0.23) 4.2 (IQR 1.5, 8.3) < 0,0001 
Âge à la SVS (années) 1.114 (IQR 0.39, 1.74) 7.764 (IQR4.30, 11.8) < 0,0001 
Durée de SVS (années) 9.34 (IQR 7.21, 12.25) 5.23 (IQR 2.32, 9.15), 0.0037 
Proportion cumulative de la vie sous 
cART efficace (cPLEC) 
0.967 (IQR 0.87, 0.99) 0.51 (IQR 0.29, 0.75)  0,0001 
Proportion cumulative de la vie sous 
SVS (cPLUS) 
0.88 (IQR 0.84, 0.93) 0.43 (IQR 0.25, 0.70) 0,0001 
Tableau 3 : Caractéristiques de base des participants par groupe. 
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1.4.2. Corrélations entre la taille du réservoir et l’âge d’initiation de la 
TARc 
Par la suite, il est pertinent de comparer les niveaux du réservoir viral entre les deux 
groupes.  
La taille du réservoir du VIH-1, mesurée en ADN proviral dans les PBMC, était 
significativement plus faible dans le groupe A comparé au groupe B, avec respectivement une 
médiane de 12.12 copies d'ADN proviral/ 106  PBMC (IQR 5.48, 24.17) soit une médiane de 1 
Log10 copies d’ADN viral/106 PBMC (IQR 0.72, 1.38) contre une médiane de 143.6 copies 
d'ADN proviral/106 PBMC (IQR 68.2, 288) soit 2.16 Log10 copies d’ADN viral/106 PBMC 
(IQR 1.8, 2.4) (p < 0.0001) (Figure 17).  
 La même différence significative a été observée après stimulation avec un analogue de 
prostratine. La taille du réservoir inductible dans les lymphocytes CD4+ était nettement plus 
basse chez le groupe ayant adhéré plus précocement à la TARc, avec une médiane de 0.45 Log10 
copies d’ARN viral/ 106 lymphocytes T CD4+ (IQR 0, 1.04) contre une médiane de 1.17 Log10 






















































































Figure 17 : Comparaison de la taille du réservoir lymphocytaire sanguin chez les enfants traités 
avant 6 mois d’âge (groupe A) versus enfants traités après 6 mois d’âge (groupe B). 
À gauche: ADN proviral mesuré par PCR en temps réel et exprimé en copies / 106 PBMC. À 
droite: quantification de l’ARN viral dans les lymphocytes T CD4+ stimulés avec un analogue 
de prostratine. Le test utilisé est le test de Mann Whitney. 
Pour mieux visualiser l’effet direct de l’âge à l’initiation sur la taille du réservoir, nous 
avons examiné, dans un ensemble de la cohorte, les corrélations directes entre ces deux 
paramètres (Figure 18). Les niveaux d’ADN proviral mesurés dans les PBMC corrèlent 
directement, positivement et significativement avec l’âge à l’initiation (rho=0.342, p=0.005) 
utilisant un test de Spearman pour données non-paramétriques.  
Pareillement, les niveaux d’ARN viral inductible dans les lymphocytes T CD4+ après 
stimulation corrèlent positivement et d’une manière significative et robuste avec l’âge à 
l’initiation (rho= 0.3005, p=0.0008). Ensemble, ces résultats suggèrent une association entre 
l’adhérence précoce au TARc après la naissance et l’altération de l’établissement des réservoirs, 











































































Figure 18 : Taille du réservoir lymphocytaire sanguin en fonction de l’âge de l’initiation de la 
TARc effective. a: la taille du réservoir mesuré en ADN proviral et exprimé en copies / 106 
PBMC. b: taille du réservoir inductible quantifié en ARN viral dans les lymphocytes T CD4+ 
stimulés avec un analogue de prostratine. Le test de corrélation utilisé est le test de Spearman 
pour données non-paramétriques. 
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1.4.3. Corrélations entre la taille du réservoir et l’âge à la SVS 
Par la suite, nous avons examiné les relations entre la taille du réservoir et l’âge auquel 
la suppression virale était atteinte (Figure 19). Les taux de l’ADN proviral mesurés dans les 
PBMC corrélaient positivement et significativement avec l’âge à la suppression (rho=0.219, 
p=0.022). Un résultat similaire a été obtenu avec le réservoir inductible (rho= 0.216, p=0.028), 
utilisant un test de Spearman.  
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Figure 19 : Taille du réservoir lymphocytaire sanguin en fonction de l’âge à l’atteinte de la 
SVS. À gauche: la taille du réservoir mesuré en ADN proviral et exprimé en copies / 106 PBMC. 
À droite: taille du réservoir inductible quantifié en ARN viral dans les lymphocytes T CD4+ 
stimulés avec un analogue de prostratine. Le test de corrélation utilisé est le test de Spearman 
pour données non-paramétriques. 
1.5. Corrélation entre la taille du réservoir et les comptes de CD4+ 
des patients 
Afin de mesurer l’effet de l’initiation précoce sur la restauration immunitaire, nous avons 
mesuré les corrélations entre la taille du réservoir et le compte courant des lymphocytes T CD4+ 
chez les participants (Figure 20). Nous avons observé une corrélation négative significative 
entre la quantité d’ADN proviral et les comptes de CD4 (rho= -0.158; p=0.037). Autrement dit, 
une déplétion des lymphocytes T CD4+ était associée à une taille du réservoir plus élevée, et 
réciproquement. Donc, mis à part le bénéfice qu’offre la TARc initiée précocement après la 
naissance quant à la taille du réservoir, elle serait aussi associée à une meilleure restauration 
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immunitaire chez le patient. Cependant, la corrélation entre la quantité d’ARN inductible 
associé au lymphocytes T CD4+ et le compte CD4 avait la même tendance, mais n’était pas 
statistiquement significative (rho= -0.035; p=0.37).  


































































Figure 20 : Taille du réservoir lymphocytaire sanguin en fonction du compte courant des 
Lymphocytes T CD4+. À gauche: Taille du réservoir mesuré en ADN proviral et exprimé en 
copies / 106 PBMC. À droite: taille du réservoir inductible quantifié en ARN viral dans les 
lymphocytes T CD4+ stimulés à un analogue de prostratine. Le test de corrélation utilisé est le 
test de Spearman. 
En ce qui concerne la taille du réservoir viral lymphocytaire sanguin chez l’enfant 
comparé à celui de l’adulte, nos données permettent d’avancer qu’il serait plus petit. En effet, 
les valeurs médianes de la quantification de l’ADN proviral chez les adultes, dans la littérature, 
sont aux alentours de 1000 copies / 106 PBMC, comparé à une médiane de 116.5 copies / 106 
PBMC (IQR 38.54, 249.27 copies / 106 PBMC) obtenue chez les enfants de notre cohorte 
(n=133).  
1.6. Corrélation entre la taille du réservoir mesurée en ADN 
proviral total et ARN inductible après stimulation à la prostratine  
Durant notre étude nous avons utilisé un nouveau test basé sur la stimulation avec un 
analogue de la prostratine (SUW013) (Beans et al., 2013), pour mesurer la taille du réservoir 
inductible dans les lymphocytes T CD4+ des participants. Récemment, une corrélation robuste 
entre la taille du réservoir inductible utilisant cette technique et la taille du réservoir obtenue en 
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QVOA était démontrée (Beans et al., 2013). Afin d’évaluer la pertinence de ce test, nous avons 
établi le lien entre les résultats obtenus et ceux obtenus en ADN proviral (Figure 21). 

































Figure 21 : Corrélation de la taille du réservoir viral mesurée en ADN proviral dans les PBMC 
et en ARN viral inductible après stimulation des lymphocytes T CD4+ par un analogue de la 
prostratine. Le test de corrélation utilisé est le test de Spearman. 
Une corrélation positive statistiquement significative entre les niveaux du réservoir 
mesurés en ADN proviral et les taux d’ARN viral induits dans les lymphocytes T CD4+ a été 
rapportée (rho = 0.371; P = 0.0005; Figure 21). Cette corrélation était particulièrement forte 
pour les enfants du groupe A (ayant initié le traitement avant l’âge de 6 mois), avec un rho= 
0.650 (p = 0.012) Versus rho= 0.276 (p = 0.030) pour le groupe B (ayant adhéré au TARc après 











L’introduction de la TARc en 1996 s’est avérée très efficace. La TARc permet de réduire 
de façon considérable la charge virale plasmatique du VIH-1, jusqu’à un niveau indétectable. 
Malheureusement, une éradication complète du virus n’est pas envisageable à cause de la 
persistance du VIH intégré sous forme latente dans ses principales cellules cibles, notamment 
dans les lymphocytes T CD4+. Une meilleure compréhension de la persistance du VIH dans les 
réservoirs est essentielle vu les importantes implications thérapeutiques qui en découlent. 
Compte tenu du fait que le système immunitaire chez la population infantile soit en 
développement, il est d’une importance capitale d’étudier les réservoirs de VIH spécifiquement 
dans cette population. 
Mon travail de maîtrise s’inscrit dans le cadre de l’étude EPIC4. À notre connaissance, 
c'est l'étude avec le plus grand nombre d’enfants infectés par voie verticale au Canada. Nous 
considérons qu’il s’agit d’une population idéale pour étudier et comprendre les conditions 
associées avec les différents niveaux du réservoir viral pouvant servir à la conception des futurs 
essais thérapeutiques visant la rémission du VIH-1. 
Pour évaluer l’impact de l’initiation précoce de la TARc sur le réservoir, nous avons 
utilisé deux techniques, celle de la quantification de l’ADN VIH total dans les cellules sanguines 
périphériques par PCR en temps réel, qui corrèle chez les patients traités avec la quantification 
de l’ADN VIH intégré, et la quantification de l’ARN inductible dans les lymphocytes T CD4+ 
après stimulation à un analogue de la prostratine. Nous avons démontré dans un premier temps 
que la taille du réservoir viral dans le sang périphérique, mesurée en ADN proviral et en ARN 
inductible, corrèle directement à la fois avec l'âge à l’initiation de la TARc et l’âge à la 
suppression virale. Ces résultats sont cohérents avec ceux rapportés par trois autres études 
(Persaud et al., 2014; Martinez-Bonet et al. 2015; Kuhn et al., 2018), qui ont assimilé qu’un 
traitement initié précocement après la naissance protégerait le système immunitaire et altérerait 
la formation du réservoir viral, limitant ainsi sa taille.  
Similairement aux résultats reportés récemment par l’étude EPIICAL (Tagarro et al., 
2018), nous avons observé une forte corrélation négative entre la taille du réservoir viral 
mesurée à l’aide des deux techniques utilisées, avec la proportion de la vie sous TARc effective 
et la proportion de la vie sous SVS, ce que nous avons désigné ici par cPLEC et cPLUS. Ainsi, 
une plus grande proportion de vie sous thérapie efficace est associée avec une taille plus limitée 
du réservoir. En effet, une thérapie non efficace, c.a.d. menant à un rebond viral, viendrait 
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nourrir et étendre le réservoir viral. De la même façon, une plus grande proportion et durée de 
vie sous SVS est corrélée à un réservoir plus réduit.  
Dans une même optique, nous avons obtenu des corrélations négatives significatives 
entre l’âge au premier traitement, le cPLEC et le cPLUS. Ainsi, un traitement initié plus 
précocement permet au patient d’avoir une plus grande proportion de vie sous thérapie efficace, 
conduisant à une SVS pendant une proportion de vie beaucoup plus importante, donc un 
meilleur contrôle de la charge virale et une meilleure efficacité de la thérapie. En effet, définir 
le lien entre le moment de l’initiation de la TARc, la taille du réservoir et la durée de la 
suppression virale est critique. Nous avançons que l’initiation précoce de la TARc et le maintien 
à long terme de la SVS sont des facteurs clés conduisant à une taille limitée du réservoir viral 
(Kuhn et al., 2018; Tagarro et al., 2018). 
Afin de mieux analyser les différents facteurs associés avec les différents niveaux du 
réservoir viral, nous avons stratifié nos patients en 2 groupes : un premier groupe ayant 
commencé la TARc avant l’âge de 6 mois et ayant un bon contrôle de la virémie et le second 
groupe ayant commencé la TARc après l’âge de 6 mois. 
Nous avons mis en évidence que les nourrissons traités dans les premiers 6 mois de vie 
ont atteint la suppression virale en moyenne 7 mois après le début de la TARc contre une 
moyenne de 19.5 mois chez les sujets traités plus tard. Également, chez ce groupe de 
nourrissons, le nadir du pourcentage de CD4 étaient significativement supérieurs, tandis que les 
pourcentages de CD4 avaient la même tendance, mais moins significative. Ainsi nous suggérons 
qu’un traitement initié dans les premiers six mois de vie est associé à une suppression virale 
plus rapide. Nos résultats sont cohérents avec les conclusions générales de l’étude EPPICC 
(Chan et al. 2019). Cette étude a permis d’avancer que la TARc initiée dans les premiers six 
mois de vie est un facteur de prédiction d’une SVS plus rapide, pour cette cohorte formée de 
420 enfants, la plupart des nourrissons qui ont atteint la SVS dans 12 mois après le début du 
traitement par TARc. Cette même étude suggère qu’un pourcentage plus élevé de CD4 et un 
log10 de la charge virale plus bas, étaient également des facteurs de prédiction indépendants 
d'une suppression virale plus rapide. 
Quelques essais randomisés et cohortes ont mis en évidence le fait qu’un traitement initié 
précocement après la naissance déterminerait un contrôle plus rapide de la réplication virale. 
Citons principalement l’étude EIC, qui a montré que la SVS est établie plus rapidement chez les 
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nourrissons commençant une TARc avant l’âge de 3 mois, comparés aux nourrissons traités plus 
tard (Goetghebuer et al., 2011). Dans une autre étude (n = 128) effectuée chez des enfants 
africains plus âgés (1.7 à 13.5 ans), les enfants âgés de moins de 8 ans avaient de plus fortes 
probabilités d'atteindre la SVS par rapport aux enfants plus âgés (Bienczak et al., 1999). Aussi, 
Shiau et ses collaborateurs ont reporté que l’initiation de la TARc avant l’âge de 6 mois était 
associée à une un meilleur contrôle immunovirologique après la suppression initiale chez les 
bébés infectés par le VIH (Shiau, 2017).  
Les raisons pour lesquelles le moment de l'initiation du TARc serait critique pour 
suppression virale demeurent pas claires. Cela dit, il y a de bons arguments virologiques et 
immunologiques justifiant qu’un individu avec des niveaux inférieurs de virus circulant 
supprimerait plus rapidement. En effet, et comme on a déjà vu dans l’introduction, après 
l’initiation de TARc, la charge virale plasmatique diminue en plusieurs phases. La première 
phase du déclin est associée à une perte rapide des lymphocytes T CD4+ activés à courte demi-
vie, qui est suivie par la perte plus lente de cellules infectées à plus longue demi-vie. Enfin, il y 
a la perte beaucoup plus lente de cellules infectées de manière latente (Palmer et al., 2011). Dans 
le contexte de nos conclusions, nous suggérons qu'un traitement initié précocement ciblerait les 
cellules à demi-vie courte, ce qui pourrait avoir des implications importantes pour limiter 
l’établissement des réservoirs viraux. En conclusion, un contrôle plus rapide de la virémie est 
associé à une taille plus réduite du réservoir.  
Chez le premier groupe, le niveau d’ADN proviral total est en moyenne plus de -1 
log10/106 PBMC plus bas que chez les enfants traités après 6 mois d’âge. Le même résultat est 
observé après stimulation avec un analogue de la prostratine. Ces résultats sont similaires à ceux 
rapportés par d’autres études qui ont montré des différences dans les des niveaux d'ADN du 
VIH-1 mesurés entre les groupes d'enfants traités dans les premiers mois de la vie par rapport 
aux enfants traités plus tard (MacManus et al., 2016; Martinez-Bonet et al., 2015; Persaud et al., 
2012). De façon très intéressante, Tagarro et ses collaborateurs ont quantifié les conséquences 
de chaque retard d’un mois de l'introduction de la TARc après la naissance sur la taille du 
réservoir (Tagarro et al., 2018). Leurs résultats montrent qu’un mois de retard de l’initiation de 
la TARc correspond à une augmentation de 13% de l’ADN proviral (p = 0,009). 
À noter également que nous avons mesuré, chez les enfants qui ont commencé un TARc 
au cours des 6 premiers mois de vie, un niveau d’ADN proviral extraordinairement bas (<1 
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log10/106 PBMC), similaire à celui obtenu chez les enfants traités ultras tôt décrits par Luzuriaga 
et collaborateurs (Luzuriaga et al., 2014). 
La plupart des études pédiatriques se sont appuyées sur des mesures de l’ADN proviral 
dans les PBMC pour évaluer la taille des réservoirs. Cette technique nécessite de plus petits 
volumes de sang. Rappelons que la quantité de sang est le facteur limitant principal dans des 
essais pédiatriques. Cependant, l’ADN total du VIH-1 dans les PBMC n’est pas un marqueur 
idéal de la taille du réservoir, car les techniques de PCR peuvent détecter jusqu'à 90% de 
provirus défectueux (Bruner et al., 2015; Ho et al., 2013).  
Une étude a montré que sur neuf tests de VOA effectués chez les jeunes traités 
précocement, seulement 1 réplica sur 20 était compétent pour la réplication (Luzuriaga et al. 
2014). De façon générale, de faibles corrélations entre la QVOA, qui est la technique de 
référence du réservoir, et les mesures d’ADN proviral ont été observées dans certaines études 
(Eriksson et al., 2013) mais pas toutes (Kiselinova et al., 2016). 
L’originalité de notre travail est que nous avons démontré pour la première fois que la 
taille du réservoir inductible du VIH-1 mesurée dans lymphocytes T CD4+ du sang périphérique 
après stimulation avec un analogue de prostratine corrèle significativement avec celle mesurée 
en ADN proviral. Nous venons de publier ces résultats dans un article intitulé "Clinical 
correlates of HIV-1 DNA and inducible HIV-1 RNA reservoirs in peripheral blood in children 
with perinatally acquired HIV-1 infection with sustained virologic suppression for at least 5 
years", auquel j’ai participé comme coauteure (Bitnun et al., 2019) (voir annexe).  
Dans cette étude, nous nous sommes intéressés à 69 enfants de la cohorte EPIC4 qui 
présentaient la particularité de maintenir la SVS pour plus de 5 ans. Les enfants ont été stratifiés 
en deux groupes selon le moment de l’initiation de la TARc: un premier groupe d’enfants traités 
avant l’âge de 6 mois et qui ont atteint la SVS dès la première TARc et un second groupe 
d’enfants traités après l’âge de 6 mois. 
Nos résultats ont montré que la corrélation entre les niveaux du réservoir obtenus par les 
deux techniques de mesure employées était encore plus robuste parmi le groupe d’enfants 
qui ont été traités très tôt: ils ont atteint la SVS, n’ont pas eu de "blips virologiques" et ont 
montré des charges virales indétectables. La forte corrélation entre les 2 tests dans ce sous-
ensemble d’enfants peut s’expliquer par le fait que dans ce groupe, la réplication virale 
cumulative était à son plus faible niveau, ce qui pourrait avoir limité à la fois la taille du réservoir 
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et l'accumulation des génomes défectueux. Autrement, on en conclut aussi que les blips 
virologiques peuvent être associés à des effets prolongés et de faible intensité sur la réplication 
virale, avec une augmentation progressive de la proportion de génomes défectueux. 
Nous avons montré que le taille du réservoir inductible du VIH-1 dans les lymphocytes 
T CD4+ du sang périphérique peut être estimée chez les enfants en utilisant un test de stimulation 
avec un analogue de la prostratine, et que les résultats de ce test corrèlent avec les niveaux 
d’ADN proviral. Le dosage du réservoir inductible après stimulation à la prostratine requiert un 
faible volume de sang. Cette technique pourrait ainsi s’avérer précieuse pour estimer le réservoir 
viral compétent à la réplication chez les enfants.  
Par ailleurs, nous avons observé une forte corrélation négative entre les niveaux d’ADN 
proviral et les comptes de lymphocytes T CD4+. Une même tendance, mais moins significative, 
était obtenue avec le réservoir viral inductible après stimulation à l’analogue de la prostratine. 
Nous concluons ainsi qu’une déplétion des lymphocytes T CD4+ était associée à une taille de 
réservoir plus élevée, et inversement. Dans ce même contexte, nous avons mesuré chez le groupe 
d’enfants traités avant 6 mois d’âge des pourcentages de CD4 nadir significativement plus 
élevés comparé avec ceux traités plus tard. Le compte courant de cellules CD4+ avait tendance 
à être plus élevé dans le premier groupe, mais ce résultat manque de force statistique. 
L’association entre une SVS plus rapide, une taille plus réduite du réservoir et compte 
de Lymphocytes T CD4+ plus élevé a été observée dans plusieurs études, que ce soit chez les 
nourrissons, les enfants, les femmes enceintes et les adultes (Jiamsaku et al., 2017; Prendergast 
et al., 2008; Mujugira et al., 2016).  
L’étude CHER a permis de montrer l’importance majeure de l’initiation précoce de la 
TARc dans la préservation du nombre de lymphocytes T CD4+ (Lewis et al., 2017). En effet, 
cette étude a révélé qu’une TARc initiée avant 3 mois de vie a estompé la baisse du nombre de 
lymphocytes T CD4+, mais ne l'a pas complètement rétabli aux niveaux observés chez les 
enfants non infectés par le VIH. L'interruption de la TARc a entraîné un déclin rapide du nombre 
des lymphocytes T CD4+, qui, lors de la réintroduction du traitement, sont revenus aux niveaux 
observés avant l'interruption. Sommairement, Lewis et ses collaborateurs ont démontré que la 
TARc précoce chez les nourrissons infectés par le VIH est importante pour stabiliser le nombre 
de lymphocytes T CD4+ au niveau le plus élevé possible. Une fois stabilisés, les cellules CD4+ 
des enfants semblent résilientes et offrent un bon potentiel de récupération après une interruption 
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du traitement. Par ailleurs, le pool naïf de lymphocytes T et la production thymique de cellules 
naïves sont les facteurs déterminants des taux de cellules CD4+ chez les enfants (Lewis et al., 
2017). 
Une initiation très précoce de la TARc après la naissance, combinée à une faible charge 
virale et un compte élevé de lymphocytes T CD4+ de base serait idéale pour une reconstitution 
immunitaire plus rapide (Ásbjörnsdóttir et al., 2016), limitant l'ensemencement du réservoir 
viral et préservant l’homéostasie des lymphocytes T CD4+, offrant ainsi des possibilités de 
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L’infection par le VIH-1 mène à la destruction des lymphocytes T CD4+, à une 
perturbation majeure de l’homéostasie lymphocytaire, à une activation immunitaire massive et 
chronique et à l’établissement d’un réservoir viral en primo-infection. Le réservoir est riche en 
cellules cibles quiescentes qui échappent au système immunitaire et aux antirétroviraux actuels 
et conditionnent la persistance virale à long terme. 
En conclusion, nous avons démontré de manière solide que la taille du réservoir viral 
lymphocytaire sanguin du VIH-1 corrèle directement avec le l'âge à l’initiation de la TARc et 
l'âge auquel la SVS est atteinte. Les niveaux des réservoirs sont inversement corrélés à la 
proportion de la vie sous cART effective et proportion de la vie sous SVS et au compte de 
lymphocytes T CD4+. Nous avons montré également qu’un traitement initié dans les premiers 
six mois de vie est associé à une suppression virale plus rapide. 
Nos résultats nous permettent de confirmer l’hypothèse que l’initiation précoce de la 
TARc et le maintien à long terme de la SVS sont des facteurs clés conduisant à une taille limitée 
du réservoir viral. Mis à part le bénéfice qu’offre la TARc initiée précocement sur la taille du 
réservoir, elle est aussi associée à une meilleure restauration immunitaire chez l’enfant. 
Nous avons démontré pour la première fois que la taille du réservoir inductible du VIH-
1 mesurée dans les lymphocytes T CD4+ du sang périphérique après stimulation avec un 
analogue de prostratine corrèle significativement avec celle mesurée en ADN proviral. Ainsi, 
nous avons développé et validé une technique de mesure de réservoir inductible chez l’enfant 
qui est rapide et moins coûteuse et surtout requiert un faible volume de sang. Nous pensons que 
cette technique pourrait être retenue comme méthode standard de mesure du réservoir inductible 
chez l’enfant. 
La suite du projet comprendra deux volets qui seront exécutés par d’autres membres de 
notre équipe. Le premier consistera en une analyse longitudinale de l’évolution du réservoir, vu 
que nous avons les données et les échantillons biologiques de ces patients sur 4 ans. Il sera 
pertinent d’étudier l’évolution dans les temps du réservoir et de comprendre l’impact de l’âge à 
l’initiation de la TARc sur cette évolution.  
Le deuxième volet consistera à étudier la distribution précoce du réservoir lymphocytaire 
sanguin et l’impact de l’initiation précoce de la TARc sur l’homéostasie lymphocytaire chez 
l’enfant. Un isolement des différentes sous-populations de lymphocytes T CD4+ sera réalisé par 
un tri cellulaire pour séparer les populations naïves, les TCM, les TTM et les TEM. La taille du 
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réservoir viral sera mesurée et comparée dans ces différentes sous-populations. On s’attend à ce 
que l’initiation ultra précoce de la TARc après la naissance préserve les sous-populations 
lymphocytaires T CD4+ TCM et naïves à demi vie longue, donc réduisant la persistance virale. 
Comme ces sous populations sont les actrices principales de la réponse immunitaire adaptative 
et que leur rôle est crucial dans la pathogenèse de la maladie, les préserver mènera à une 
meilleure restauration immunitaire. 
Enfin, nous sommes convaincus que les résultats générés par notre travail pourraient être 
considérés dans le cadre de la mise au point des futurs essais thérapeutiques visant un meilleur 
contrôle de la réplication virale suite à une éventuelle interruption de traitement, voire même 
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ANNEXE: Clinical correlates of HIV-1 DNA and inducible 
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Ma contribution à ce travail: 
Ma tâche consistait à faire les expériences de quantification de l’ADN total dans les PBMC, dans 
leur ensemble. Pour les tests de stimulation à la prostratine, j’étais en charge de réaliser la première 
phase du test: depuis la décongélation jusqu’à la récolte du surnageant de stimulation et sa 
congélation. Ensuite, j’étais en charge de les envoyer au Laboratoire national des services de 
référence du VIH de l’Agence de la santé publique du Canada pour la quantification de l’ARN 
viral par droplet digital TM PCR. 
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Background: The Early Pediatric Initiation Canada Child Cure Cohort (EPIC4) study is a 
prospective, multicenter Canadian cohort study investigating HIV-1 reservoirs, chronic 
inflammation and immune responses in children with perinatally-acquired HIV-1 infection. The 
focus of this report is HIV-1 reservoirs and correlates in peripheral blood of children who achieved 
sustained virologic suppression (SVS) ≥5 years.  
Methods: HIV-1 reservoirs were determined by measuring HIV-1 DNA in peripheral blood 
mononuclear cells (PBMC) and inducible cell-free HIV-1 RNA in CD4+ T cells by a prostratin 
analogue stimulation assay. HIV serology was quantified by signal to cut-off ratio (S/CO).  
Results: Of 227 enrolled, 69 had SVS ≥5 years. HIV-1 DNA, inducible cell-free HIV-1 RNA and 
S/CO correlated directly with age of effective cART initiation (p<0.001, p=0.036, p<0.001) and 
age when SVS was achieved (p<0.001, p=0.036, p<0.001) and inversely with proportion of life on 
effective cART (p<0.001, p=0.009, p<0.001) and proportion of life with SVS (p<0.001, p=0.076, 
p<0.001). Inducible cell-free HIV-1 RNA correlated with HIV-1 DNA, most particularly in 
children with SVS, without virologic blips, achieved with first cART regimen initiated prior to 6 
months of age (rho=0.74, p=0.037) or later (rho=0.87, p<0.001). S/CO correlated with HIV-1 DNA 
(p=0.003), but less so with inducible cell-free HIV-1 RNA (p=0.09).   
Conclusions: The prostratin analogue stimulation assay, with its lower blood volume requirement, 
could be a valuable method for evaluating inducible HIV-1 reservoirs in children. Standard 
commercial HIV serology may be a practical initial indirect measure of reservoir size in peripheral 





Initiation of combination antiretroviral therapy (cART) early in human immunodeficiency virus-1 
(HIV-1) infection has been associated with lower HIV-1 reservoirs in peripheral blood in both 
adults and children (1-8). Furthermore, post-treatment control, whereby HIV-1 viral load (VL) 
remains undetectable for a prolonged period after cessation of cART, has been observed in up to 
15% of adults started on cART during early infection despite unfavorable HLA markers (9-11). 
While there are no equivalent cohort data for children, several case reports support the possibility 
of prolonged virologic remission after treatment cessation. In the “Mississippi baby”, cART was 
started at 30 hours of life, virologic suppression (< 48 copies/mL) confirmed at 29 days of life, and 
treatment stopped at 18 months of life after which VL remained undetectable for 21.9 months (12, 
13). In another case from France, virologic remission lasting more than 12 years was observed 
after treatment cessation in a child who earlier had received 5.5 to 6.5 years of cART beginning at 
3 months of age (14).     
Measuring the size of the HIV-1 reservoir in a pediatric population is a challenge because the 
volume of blood available for sampling is limited. Therefore, HIV-1 DNA, a sensitive and 
reproducible marker of HIV-1 persistence, is often used (1-8). However, it is well-established that 
HIV-1 DNA measures largely overestimate the size of the replication competent HIV-1 reservoir, 
since the majority of HIV-1 genomes are defective (15, 16). More recently, robust correlation, and 
close approximation, of reservoir size by inducible cell-free HIV-1 RNA in CD4+ T cells and the 
quantitative viral outgrowth assay (QVOA) was demonstrated (17). We used a novel assay, based 
on prostratin analog (SUW013) stimulation of CD4+ T cells, to measure the inducible HIV-1 




The main objectives of the present study were to investigate cross-sectional correlates of HIV-1 
reservoir size in peripheral blood of children with perinatally-acquired HIV-1 infection with sustained 
virologic suppression (SVS) of at least 5 years duration, and to evaluate the utility of the prostratin 






The Early Pediatric Initiation Canada Child Cure Cohort (EPIC4) study is a prospective, 
multicenter Canadian cohort study investigating HIV-1 reservoirs, chronic inflammation and 
immune responses in children with perinatally-acquired HIV-1 infection. Children and young 
adults were recruited from the 8 major pediatric HIV care centers across the country. The current 
report is a cross sectional analysis of predictors of HIV-1 reservoir size in peripheral blood in the 
subset of children who had achieved SVS for at least 5 years. Children who fulfilled this criterion 
were categorized a priori into three group: Group 1 consisting of those initiated on effective cART 
during the first 6 months of life and with SVS on their first cART regimen; Group 2, those initiated 
on effective cART at or after 6 months of life with SVS on their first cART regimen; and Group 
3, those who had failed at least one cART regimen, but who achieved SVS on a subsequent 
regimen. The study was approved by the Research Ethics Boards of all participating institutions. 
Voluntary informed consent was provided by the participant or their legal guardian as appropriate.   
Definitions 
SVS was defined as continuous VL measurements below the level of detection (target not detected, 
<20, <40 <50 HIV-1 RNA copies/mL plasma, by different assays over time and at different 
centers), allowing for virologic blips. Effective cART was defined as cART that led to SVS. A 
virologic blip was defined as a detectable VL < 500 HIV-1 RNA copies/mL of plasma if the VL 
measurements immediately preceding and following the blip were below the limit of detection. As 
previously described, the proportion of life on effective cART refers to the sum of all time periods 
during which the patient received effective cART associated with SVS in days (numerator) divided 




of all time periods during which SVS was achieved in days (numerator) divided by patient age in 
days (denominator).  
Laboratory methods 
Total HIV-1 DNA was quantified as previously described (20, 21). Briefly, total PBMCs were 
digested with proteinase K. Then, a first round of PCR pre-amplification was performed directly 
on cell lysates using LTR-gag amplification. A nested real-time PCR was then carried out on a 
Rotor-Gene Q instrument (Qiagen, Mississauga, Canada) using TaqMan probes. The number of 
copies of the CD3 gene was determined to accurately quantify the number of cells in each 
reaction. Results were expressed as HIV-1 DNA copies per 106 PBMCs. 
The level of inducible cell-free HIV-1 RNA in CD4+ T cells was measured using the prostratin 
analogue stimulation assay (18). Briefly, CD4+ T cells were negatively purified from PBMCs using 
the EasySep Human CD4+ T Cell Isolation Kit (STEMCELL Technologies, Vancouver, Canada) 
and resuspended (107 cells/mL) in RPMI supplemented with 10% FBS, 1000 UI/mL IL-2, and 50 
nM of the SUW013 prostratin analogue (compound 11c in reference 18)(18). After 48h of 
incubation at 37°C, viral RNA were measured in supernatants using the droplet digital PCR 
method (ddPCR, see below) (22). Results of the prostratin analogue stimulation assay were 
expressed as number of copies of HIV-1 RNA produced by 106 CD4+ T cells. 
Ultrasensitive VL testing was performed on plasma samples using the ddPCR method. Briefly, 
HIV-1 RNA was extracted from 1000 µl of plasma sample, or from 1000 µl of supernatant from 
prostratin analogue stimulation, with the Nuclisens easyMAG (BioMerieux, Marcy-l'Étoile, 
France). First strand cDNA synthesis was performed using SuperScript™ VILO™ Master Mix 




done in triplicates for negative and positive controls, while tested samples were amplified across 
six reactions. Droplets were generated from the PCR reaction mixtures in DG32™ Automated 
Droplet Generator Cartridges using the Automated Droplet Generator (Bio-Rad Laboratories, 
Hercules, USA) according to the manufacturer's instructions. PCR was performed using a C1000 
Touch™ Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA). Fluorescence intensities of each 
droplet from the samples were measured using the QX200™ Droplet Reader (Bio-Rad 
Laboratories, Hercules, USA) and analysed in the QuantaSoft™ software. 
HIV serology was performed using the Architect HIV-1/2 Ag/Ab Combo Test (Abbott Diagnostics, 
Mississauga, Canada). The strength of the serologic response was quantified as signal-to-cutoff 
value [S/CO] of the assay.  
Statistical analysis   
Statistical analysis was performed using SAS statistical software, version 9.4 (SAS Institute Inc., 
Cary, NC). Demographic characteristics were summarized using proportions for categorical 
variables and medians with interquartile ranges (IQR) for continuous variables. Comparison 
between groups was done using the chi-square test, Fisher’s exact test or Wilcoxon rank sum test 





Of 227 children and young adults with perinatally-acquired HIV-1 infection enrolled in EPIC4, 69 
(30.4%) had SVS for at least 5 years. This subgroup of children had a median current age of 15.5 
years (IQR 12.9, 17.6), median age of effective cART initiation of 3.7 years (IQR 1.5, 8.0) and 
median duration of SVS of 9.1 years (IQR 6.9, 12.5). Baseline characteristics of the participants 
according to group are described in Table 1. Group 1 individuals were younger and more likely to 
be female and to be Canadian born, and tended to have less advanced HIV-1 disease, as defined 
by less severe worst CDC clinical category, less severe worst CDC immunologic category and 
higher CD4% nadir, and to have had fewer virologic blips. As would be expected by the nature of 
the group definitions, the early treated group was significantly more likely to have achieved SVS 
at a younger age and exhibited a higher proportion of life on effective cART and higher proportion 
of life with SVS. 
HIV-1 reservoir size, as measured by HIV-1 DNA in PBMC, was significantly lower in Group 1 
compared to Groups 2 and 3 (Figure 1a and Table 2). A similar, but non-significant trend was 
observed when the size of the inducible HIV-1 reservoir in CD4+ T cells was estimated using the 
prostratin analogue stimulation assay (Figure 1b and Table 2). A higher proportion of children in 
Group 1 had no detectable HIV-1 DNA in PBMC (< 1 copy per 106 PBMC) compared to Group 2 
or 3 (70% vs. 13.3% vs. 14.3%, respectively; p < 0.001). In a separate analysis of the cohort as a 
whole, those who had no detectable HIV-1 DNA in PBMC were shown to have achieved SVS at 
a significantly younger age than those with detectable HIV-1 DNA in PBMC (1.4 years [0.5, 3.5] 
versus 5.9 years [3.5, 8.9], p < 0.001). Inducible cell-free HIV-1 RNA was detected in similar 
proportions from all three groups (80% Group 1, 86.7% Group 2, 86.2% Group 3), but there was 




SVS in the full cohort (1.9 years [1.2, 3.9] with no inducible cell-free HIV-1 RNA versus 5.5 years 
[2.8, 8.8] with inducible cell-free HIV-1 RNA, p = 0.03).  
Levels of HIV-1 DNA in PBMC correlated directly with age of initiation of effective cART (rho 
= 0.51, p < 0.001) and age when SVS was achieved (rho = 0.45, p < 0.001) and inversely with 
proportion of life on effective cART (rho = -0.51, p < 0.001) and proportion of life with SVS (rho 
= -0.42, p < 0.001) (Table 3). Similar, though less robust correlations, were noted for inducible 
cell-free HIV-1 RNA level in peripheral blood CD4+ T-cells. In an analysis restricted to children 
with no virologic blips (n=40), significant correlation of similar magnitude was retained for all 
four variables in relation to HIV-1 DNA in PBMC (rho = 0.48, p = 0.002; rho = 0.49, p = 0.002; 
rho = -0.41, p = 0.01; rho = -0.53, p < 0.001, respectively); only proportion of life on effective 
cART retained significance for inducible cell-free HIV-1 RNA (rho=-0.35, p = 0.03).  
Quantitative HIV-1 serology, as measured by S/CO, was significantly lower for children in Group 
1 compared to that in Groups 2 or 3 (Figure 1c and Table 2). Furthermore, all three children with 
negative HIV-1 serology were from Group 1, two having been initiated on effective cART within 
48 hours of birth and one at 1.7 months of life. As was the case for HIV-1 DNA in PBMC and 
inducible cell-free HIV-1 RNA level in CD4+ T cells, quantitative HIV-1 serology correlated 
directly with age of initiation of effective cART and age when SVS was achieved and inversely 
with proportion of life on effective cART and proportion of life with SVS (Table 3). In addition, 
total duration of SVS and current CD4 count correlated inversely with quantitative serology. 
Quantitative HIV-1 serology correlated directly with HIV-1 DNA in PBMC, but less so with 
inducible cell-free HIV-1 RNA level (Table 3).  
A positive correlation was noted between HIV-1 DNA in PBMC and inducible cell-free HIV-1 




was particularly robust for children in Groups 1 and 2 who had not had any blips subsequent to 
achieving SVS (rho = 0.74, p = 0.037 for Group 1 [n=8]; rho = 0.87, p < 0.001 for Group 2 [n=13]). 
There was no significant correlation between HIV-1 DNA in PBMC and inducible cell-free HIV-






This study shows direct correlation of reservoir size in peripheral blood, as measured by both HIV-
1 DNA in PBMC and inducible cell-free HIV-1 RNA in CD4+ T cells, with both age at initiation 
of effective cART and age at which SVS was achieved (3, 5, 7). In addition, as recently reported 
from the EPIICAL Consortium, we observed a strong inverse correlation between the size of the 
viral reservoir measured with both assays and the proportion of life on effective cART or 
proportion of life with SVS (23). Taken together, these findings indicate that smaller reservoir size 
in peripheral blood is a function of earlier treatment initiation as well as higher proportion of life 
on effective treatment and with virologic suppression. The findings of this study extend those of 
other pediatric studies demonstrating lower reservoir size in peripheral blood following early 
initiation of effective cART (3-8). 
Most pediatric studies have relied on measurement of HIV-1 DNA in PBMC to assess reservoir 
size (3-8). While this methodology has the advantages of being easier to perform and requiring 
smaller blood volume, it cannot distinguish replication competent virus, as measured by the 
quantitative viral outgrowth assay (QVOA), from defective virus and tends to over-estimate the 
size of the replication competent reservoir by as much as 100 fold (15, 16, 24). Poor correlation 
between the quantitative viral outgrowth assay (QVOA) and HIV-1 DNA measurement has been 
observed in some (15), but not all studies (25). In this study we demonstrate for the first time that 
the size of the inducible HIV-1 reservoir in peripheral blood CD4+ T cells of children, as measured 
by the prostratin analogue stimulation assay, correlates with that measured by HIV-1 DNA. Our 
results further show that this correlation is most robust among very early treated children with SVS 
without virologic blips who have very low levels of virus in peripheral blood. The strong 




cumulative viral replication has taken place, thereby limiting both the reservoir size as well as 
accumulation of defective genomes. This suggests that in very early treated children, virologic 
blips may be associated with sustained low level viral replication with gradual increase in the 
proportion of defective genomes.        
Previous studies have demonstrated that HIV-1 serology can be negative in perinatally infected 
children with SVS after initiating cART during the first 3-6 months of life (3, 8, 26). In the present 
study we demonstrate that standard commercial HIV serology measuring total antibody to gp41, 
p24 and gp120, quantified by S/CO, correlates with HIV-1 reservoir size in peripheral blood. This 
contrasts with findings in a cohort of 97 children with perinatally-acquired HIV-1 infection in Mali 
where anti-gp41 antibody activity, quantified by S/CO, did not correlate with HIV-1 DNA level 
in PBMC, despite a significant correlation with age of cART initiation (27). A more recent 
publication demonstrated significant association of anti-gp160 and anti-gp41 antibody levels with 
HIV-1 DNA level in PBMCs (28). In an analysis of 69 children from the EPIICAL cohort, a 
Western blot band intensity score correlated directly with time of cART initiation (p < 0.001) and 
with HIV-1 DNA (p = 0.032) (29). In our study, antibody levels correlated more robustly with 
HIV-1 DNA levels than with inducible virus levels. Our data suggest that the Architect HIV-1/2 
Ag/Ab Combo Assay could be used as a relatively accessible and inexpensive first step measure 
of reservoir size in peripheral blood of children with perinatally-acquired HIV-1 infection.  
A limitation of this study was its cross-sectional design, though this was mitigated by the high 
recruitment rate of subjects with SVS from all participating centers and hence the good sample 
size. The limited volume of blood that could be drawn from younger children precluded 
quantification of very low levels of virus in peripheral blood (< 10 copies/106 PBMC for HIV-1 




using the quantitative viral outgrowth assay (QVOA), which is considered the current gold 
standard in terms of reservoir measurement. However, the prostratin analogue stimulation assay 
correlated well with HIV-1 DNA levels and could represent a useful and cost-effective tool for 
assessment of the inducible HIV-1 reservoir in peripheral blood of children.  
In conclusion, we have demonstrated that the size of the HIV-1 reservoir in peripheral blood 
correlates directly with age of effective cART initiation and age of SVS and inversely with the 
proportion of life on effective cART and proportion of life with SVS. We have also shown that the 
size of the inducible HIV-1 reservoir in peripheral blood CD4+ T cells can be estimated in children 
using the prostratin analogue stimulation assay and that the results of this assay correlate well with 
HIV-1 DNA levels, particularly in very early treated children with SVS and no virologic blips. As 
such, the prostratin analogue stimulation assay, with its lower blood volume requirement, may 
become a valuable method for estimating replication competent HIV-1 reservoirs in children. 
Finally, we demonstrated that quantified HIV-1 serologic response, using a standard, 
commercially available HIV-1 serologic assay, may serve as a practical initial indirect measure of 
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Impact of age of initiation of effective cART on the size of the viral reservoir, measured by 
quantitative assay of HIV-1 DNA in PBMC (a), by copies of HIV-1 RNA produced by prostratin 
analogue stimulated CD4+ T cells (b), and by quantitative HIV-1-specific serologic response (c) 






Correlation of HIV-1 reservoir size in PBMC measured using the HIV-1 DNA assay and cell-
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Table 1.  Baseline Characteristics According to Age of Effective Combination 
Antiretroviral Therapy Initiation 
Parameter Group 1 (n = 10) Group 2 (n = 30) Group 3 (n = 29) 
P 
Value 
     
Current age, in years 10.1 (8.4, 13.2) 15.7 (13.1, 17.6) 17.0 (14.4, 18.1) <.001 
Biological sex, % male 30.0% 50.0% 72.4% .04 
Ethnicity/race … … … .50 
  African/Caribbean/Black 55.6% 62.1% 44.8% … 
  White 22.2% 17.2% 13.8% … 
  Indigenous 11.1% 6.9% 27.6% … 
  Other 11.1% 13.7% 13.7% … 
Canadian born, % 100% 40% 72.4% .001 
CDC clinical category, worsta … … … .19 
  None/mild, N/A 71.5% 58.3% 24.0% … 
  Moderate, B 14.3% 16.7% 36.0% … 
  AIDS defining conditions, C 14.3% 25.0% 40.0% … 
CDC immunological category, 
worsta … … … .18 
  No suppression 57.1% 24.0% 34.6% … 
  Moderate suppression 42.9% 48.0% 26.9% … 
  Severe suppression … 28.0% 38.5% … 
Current ART … … … .80 
  NNRTI-based cART 30.0% 48.3% 40.7% … 
  PI-based cART 50.0% 34.5% 33.3% … 
  INSTI-based cARTb 20.0% 17.2% 25.9% … 
Current CD4 count, cells/µL 841 (533, 1145) 670 (510, 839) 640 (510, 773) .29 
Current CD4% 38.0 (36.0, 42.0) 36.5 (32.0, 41.0) 36.0 (32.0, 40.0) .55 
CD4% nadir 24.5 (18.0, 32.0) 21.5 (12.0, 29.0) 19.0 (12.0, 25.0) .15 
Viral load peak, log 5.02 (4.83, 5.70) 4.95 (4.12, 5.63) 5.67 (4.99, 5.90) .03 
Virologic blips 20.0% 56.7% 34.5% .07 
Age at start of effective cART, 
years 0.2 (0.1, 0.4) 3.2 (1.5, 5.4) 6.8 (3.2, 8.7) <.001 
Age at SVS, years 0.8 (0.4, 1.4) 4.3 (2.2, 6.4) 8.5 (3.7, 9.5) <.001 
Duration of SVS, years 8.7 (7.2, 10.3) 10.5 (7.5, 13.8) 8.0 (6.3, 10.1) .04 
Proportion of life on effective 
cART 0.98 (0.95, 0.99) 0.82 (0.62, 0.89) 0.65 (0.53, 0.84) <.001 
Proportion of life with SVS 0.94 (0.83, 0.97) 0.74 (0.53, 0.83) 0.57 (0.47, 0.77) <.001       
Group 1 had effective cART initiated at <6 months of life, with SVS on the first cART regimen; Group 2 
had effective cART initiated at ≥6 months of life with SVS on the initial regimen; Group 3 failed at least 
1 cART regimen, but later achieved SVS on another regimen. Results are shown as medians with IQRs 
for continuous variables and as proportions for categorical variables. 
 
Abbreviations: AIDS, acquired immunodeficiency syndrome; cART, combination antiretroviral therapy; 
CDC, Centers for Disease Control and Prevention; INSTI, integrase strand transfer inhibitor; IQR, 
interquartile range; NNRTI, nonnucleoside reverse transcriptase inhibitor; PI, protease inhibitor; SVS, 
sustained virologic suppression. 
 
aThe worst CDC clinical category was unknown for 13 cases and the worst immunologic category was 
unknown for 11 cases.  






Table 2.  Reservoir Size According to Age of Effective Combination Antiretroviral Therapy 
Initiation 
 
Parameter  Group 1 (n = 10) Group 2 (n = 30) 
















undetectable  70.0% 13.3% 14.3% 
<.00
1 
Cell-free HIV-1 RNAc Median (IQR) 
3.
0 (1.2, 12.0) 5.5 (2.4, 21.7) 14.7 (3.4, 63.6) .17 
 
% 
undetectable  20.0% 13.3% 13.8% .81 
Ultrasensitive VLd Median (IQR) 0 (0, 0) 0 (0, 0) 0 (0, 0) .67 
 % negative  90.0% 81.5% 79.2% .91 
Quantitative serology 
(S/CO) Median (IQR) 
3.
4 (0.2, 22.4) 
145.9 (12.4, 
348.6) 141.8 (45.9, 303.9) 
.00
2 
 % negative  30.0% 0% 0% 
.00
2 
Abbreviations: HIV-1, human immunodeficiency virus–1; IQR, interquartile range; PBMC, peripheral 
blood mononuclear cell; S/CO, signal-to-cutoff ratio; VL, viral load  
aThe unadjusted P values are presented. In the regression analysis adjusting for biological sex, CD4% 
nadir, VL peak, and virologic blips, no significant changes to the results were observed.  
Minor adjusted P value changes were in the mean log10 HIV-1 DNA (P = .001), percent undetectable 
HIV-1 DNA (P = .018), and mean log10 S/CO (P < .001).  
bExpressed as copies per 106 PBMC; <10 copies per 106 PBMC are considered undetectable.  
cExpressed as copies of HIV RNA produced per 106 stimulated CD4+ T-cells; <1 copy per 106 CD4+ T-
cells is considered undetectable.  













Table 3.  Correlates of Human Immunodeficiency Virus–1 (HIV-1) Reservoir Size in 
Peripheral Blood and Quantitative HIV-1 Serology 
 
  HIV-1 DNA  Cell-free HIV-1 RNA 
HIV-1 
Serology 
         
Variable Rho 
P 
Value  Rho P Value Rho 
P 
Value 
         
Age at cART initiation, years 0.52 <.001 0.26 
.03
6  0.63 <.001 




8  0.65 <.001 
Duration of SVS, years 
−0.1
2 .35  
−0.0





Proportion of life on effective 
cART 
−0.5
1 <.001  
−0.3
2 .01  
−0.6
6 <.001 
Proportion of life with SVS 
−0.4











9  … … 
 
The values shown are adjusted for biological sex. All other variables considered for the adjusted 
analysis—including country of birth (Canada vs elsewhere), CD4 nadir, peak VL, and virologic blips—
were highly correlated with other predictor variables depicted in the table and, therefore, not included in 
the model. In the univariate analysis, “current CD4 count” was significantly associated with HIV-1 
serology (rho = 0.28; P = .022); in the adjusted analysis this significance was lost (rho = 0.21; P = .088). 
 
Abbreviations: cART, combination antiretroviral therapy; HIV-1, human immunodeficiency virus–1; rho, 
Spearman partial correlation coefficient; S/CO, signal-to-cutoff ratio; SVS, sustained virologic 
suppression. 
 
